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Zusammenfassung 
 
Das humane Sirtuin SIRT2 ist eine Deacetylase, welche die meiste Zeit des 
Zellzyklus im Zytoplasma lokalisiert ist. Während des Übergangs von der G2-
Phase, in der die Zelle nach erfolgter DNA-Replikation sich auf die Zellteilung 
vorbereitet, in die Mitose-Phase (M-Phase), kolokalisiert SIRT2 mit dem Chromatin. 
Währenddessen scheint es das Lysin 16 des histone tails von Histon H4 (H4K16) 
zu deacetylieren. Bisher war es schwierig die Funktionen von SIRT2 im Kern zu 
untersuchen, da es sehr effektiv ins Zytoplasma transportiert wird. 
In der vorliegenden Arbeit war es möglich, durch die Kombination eines 
zusätzlichen Kernimportsignals mit der Mutation des Kernexportsignals von SIRT2, 
eine im Zellkern lokalisierte Mutante von SIRT2 zu klonieren. Zusätzlich wurde eine 
katalytisch inaktive Variante der kernständigen SIRT2 Mutante generiert, um 
zuordnen zu können, ob die Effekte in den durchgeführten Experimenten von einer 
intakten Deacetylase-Aktivität abhängig waren. Mit diesen kernständigen SIRT2 
Mutanten konnte untersucht werden, welchen Einfluss SIRT2 im Kern auf den 
Acetylierungsstatus von H4K16 und den anderen Lysinen des H4 histone tails, auf 
die Kernmorphologie und die Zellproliferation nimmt. 
Es konnte gezeigt werden, dass eine Überexpression der kernständigen SIRT2 
Mutante zu einer verminderten Acetylierung von H4K16  führt. Bei Transfektion von 
Wildtyp-SIRT2 oder der katalytisch inaktiven Variante, konnte keine solche 
Deacetylierung beobachtet werden. Auffallend war, dass kernständiges SIRT2 
vermehrt phosphoryliert wurde. Wurde diese Phosphorylierung durch den CDK-
Inhibitor Roscovitine verhindert, korrelierte dies mit einer verstärkten H4K16 
Deacetylierung. Bei den anderen drei Lysinen des histone tails von Histon H4 
waren die Acetylierungslevel bei Überexpression von kernständigem SIRT2 nur 
geringfügig verändert. Dies deutet darauf hin, dass die Deacetylierung durch SIRT2 
in vivo gegenüber H4K16 recht spezifisch ist. 
Es konnte beobachtet werden, dass die Expression von kernständigem SIRT2 in 
Hela Zellen mit dem vermehrten Auftreten von Zellen mit polylobulären Zellkernen 
korrelierte. Dieser Phänotyp gleicht dem, der bei einer Verminderung der Histon 
Acetyl-Transferase MOF beobachtet wurde. 
Überraschenderweise führte eine Überexpression von kernständigem SIRT2 zu 
einer vermehrten Zellproliferation, obwohl eine Deacetylierung von H4K16 bisher 
immer als proliferationshemmend beschrieben wurde. 
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1. Einleitung 
 
1.1. Die Familie der Sirtuine 
 
1.1.1. Entdeckung von Sir2 und seinen Funktionen 
Das zuerst entdeckte Sirtuin-Gen Sir2 (Silent information regulator 2) aus 
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) wurde ursprünglich 1979 durch Klar und 
Kollegen als MAR1 (Mating-type regulator 1) beschrieben. Sie beobachteten, dass 
dessen Spontanmutation zu einem transkriptionellen Silencing der Paarungstyp-
Loci HMR und HML führt und dadurch einen sterilen Phänotyp hervorruft. Weitere 
Genmutationen mit sterilem Phänotyp basierend auf Störungen der Paarungstyp-
Loci HMR und HML wurden einige Jahre darauf entdeckt und die zugrunde 
liegenden Gene als Sir 1-4 benannt (Ivy et al. 1986; Rine and Herskowitz 1987). 
Seitdem wurden viele weitere Funktionen von Sir2 identifiziert und seine 
enzymatische Aktivität aufgeklärt. 
 
Im Zusammenspiel mit Sir3, Sir4, NAT1, ARD1 und HHF2 führt Sir2 zu einer 
Repression der Transkription an telomernahen Regionen (Aparico et al. 1991). 
Sowohl das Silencing an den Paarungstyp-Loci, als auch an den Telomeren ist 
durch eine verstärkte Kondensierung des Chromatins bedingt, welche auf eine 
Hypoacetylierung an den aminoterminalen Enden von Histonen zurückgeführt 
werden kann (Palladino et al. 1993; Braunstein et al. 1993). Diese vermehrte 
Chromatin-Kondensierung wirkt sich zusätzlich auf die Position und Integrität der 
Telomere aus (Palladino et al. 1993). 
Bereits 1989 wurde von Gottlieb und Esposito beschrieben, wie Sir2 durch die 
Repression der Rekombination von meiotischen und mitotischen rDNA-
Wiederholungen die chromosomale Stabilität in S. cervisiae erhöht. Durch Sir2 wird 
die Chromatin-Struktur der rDNA (ribosomale DNA) verändert, was ein Silencing in 
bestimmten Regionen, sowie die Repression der Rekombination von rDNA-
Wiederholungen zu Folge hat (Smith and Boeke 1997; Fritze et al. 1997). Werden 
diese Rekombinationen nicht verhindert, kommt es zur Bildung 
extrachromosomaler rDNA Ringstrukturen (extrachromosomal rDNA circles; ERC). 
Die Akkumulation von ERCs ist ein wichtiger Mechanismus im Alterungsprozess 
von S. cervisiae  und kann durch eine zusätzliche Kopie des Sir2-Gens verzögert 
werden, so dass eine Verlängerung der Lebenszeit einer Zelle von bis zu 30% 
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erreicht wird (Sinclair und Guarente 1997; Kaeberlein et a. 1999). Auch das 
Hungern (caloric restricion; CR) führt in Hefezellen zu einer Lebenszeit-
verlängerung. Während der CR ist Sir2 vermehrt aktiv und scheint verstärkt rDNA-
Silencing und Repression der rDNA-Rekombination zu bewirken (Lin et al. 2002). 
Bei der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen durch nicht-homologe 
Verknüpfung von DNA-Enden (non homologous end-joining) wird Sir2 zusammen 
mit den anderen Sir-Proteinen und dem Ku70/80 Heterodimer yKu an die 
Doppelstrang-Schnittstellen rekrutiert. Dieser Komplex interagiert mit den 
gebrochenen DNA-Enden und verleiht ihnen eine inaktive Chromatinstruktur, die 
für die Verknüpfung der DNA-Enden notwendig ist. Zelllinien, in denen eine 
Komponente des Komplexes nicht exprimiert wird, reagieren hypersensitiv auf 
DNA-schädigende Argenzien (Tsukamoto et al. 1997; Martin et al. 1999). 
 
Die enzymatischen Funktionen von Sir2 umfassen den Transfer von Mono-ADP-
ribosyl und die Deacetylierung von Histonen (Abb. 1.1), wobei beide Prozesse 
NAD+-abhängig sind (Frye 1999; Landry et al. 2000).  
 
 
 
Abb. 1.1: Enzymatische Aktivität von Sirtuinen 
Sirtuine sind NAD+-abhängige Deacetylasen und mono-ADP-Ribosyl-Transferasen. Die ε-
acetyl-Lysin-Reste des Zielproteins dienen bei der Deacetylierung als Substrat. Es entstehen 
deacetyliertes Protein, 2’-O-Acetyl-Adenosindiphosphat-Ribose (2’-OAADPr) und Nicotinamid 
(NAM)  
(aus Michan and Sinclair 2007). 
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Für die Effekte von Sir2 in vivo scheint die Deacetylase-Aktivität entscheidend zu 
sein (Imai et al. 2000). Die NAD+-Abhängigkeit dieser Reaktion unterscheidet Sir2 
von anderen, klassischen Histon Deacetylasen (HDAC) der Klassen I und II, deren 
enzymatische Aktivität Zink-abhängig und somit durch Trichostatin A (TSA) 
hemmbar ist (Finnin et al. 1999). 
 
 
1.1.2. Sir2 homologe Proteine: Sirtuine 
1995 wurden vier zusätzliche Gene in S.cerevisiae entdeckt, die eine starke 
Homologie zu Sir2 aufweisen und als Homologe zu Sir2 (Hstp: homologues of Sir2 
proteins) bezeichnet werden (Brachman et al. 1995, Derbyshire et al. 1996). Neben 
der strukturellen Ähnlichkeit zu Sir2 haben ihre Genprodukte auch ähnliche 
Funktionen, wie Silencing von Paarungstyp-Loci und Telomere, Zellzyklus-
Progression und Chromosomen-Integrität (Michan and Sinclair 2007). Die Sir2-
Protein-Familie ist hochkonserviert, wobei die Anzahl der Sir2-Homologen in den 
verschiedenen Spezies sehr unterschiedlich ist. Sie reicht von ein oder zwei 
Homologen in Prokaryoten, über fünf in S. cerevisiae und sieben in Säugetieren 
(Vaquero et al. 2007).  
 
Nach molekular-phylogenetischen Gesichtspunkten lassen sich die Sirtuine in vier 
Klassen einteilen (Abb. 1.2). Dabei wurden für jede Klasse spezifische 
Aminosäuren-Sequenzen identifiziert. Es wird vermutet, dass Klasse III Sirtuine zu 
den ältesten Versionen der Sirtuin-Gene zählen, da sie vor allem in Prokaryonten 
zu finden sind, während Klasse I und IV nur in Eukaryonten vorkommen (Frye 
2000).  
 
Die Mitglieder der Sir2-Proteinfamilie werden als Sirtuine oder HDAC Klasse III 
bezeichnet. Ihre gemeinsamen Merkmale sind die Aminosäurensequenzen G A G I 
S X X X G I X (X) F R  und Y T Q N I D, eine Sirtuin-core-Domäne, sowie ihre 
Aktivität als NAD+-abhängige Deacetylasen oder Mono-ADP-ribosylasen 
(Brachmann et al. 1995 ; Frye 2000).  
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Abb. 1.2: Die molekulare Phylogenie der Sirtuine 
Der Vergleich konservierter Domänen von 60 Sirtuin-Sequenzen wurde zur Analyse der 
Verwandtschaftsverhältnisse der Sirtuine aus verschiedenen Spezies und zur Unterteilung der 
Sirtuine in vier Subklassen genutzt. 
(aus Frye 2000) 
 
 
Zu den typischen Substraten der Sirtuine zählen die acetylierten Histone H1, H3 
und H4. Es wurde jedoch inzwischen festgestellt, dass auch andere Proteine durch 
sie deaceliert werden. Dazu gehören z.B. Transkriptionsfaktoren, wie FOXO 
(forkhead box type O transcription factors), p53 und NFκB (nuclear factor κB), 
Enzyme, wie AceCS2 (acetyl coenzyme A synthetase 2), und Strukturproteine, wie 
α-Tubulin (Yamamoto et al. 2007). 
 
 
1.1.3. Humane Sirtuine: SIRTs 
Die Gruppe der humanen Sirtuine umfasst die sieben Mitglieder SIRT1-7, die sich 
sowohl in ihren biologischen Funktionen, als auch in ihrer subzellulären 
Lokalisation unterscheiden und unterschiedliche Zielstrukturen aufweisen (Abb. 
1.3) 
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Abb. 1.3: Zelluläre Funktionen von humanen Sirtuinen 
(Michan and Sinclair, 2000) 
 
Das bisher am ausführlichsten untersuchte humane Sirtuin ist SIRT1. Es ist 
hauptsächlich im Zellkern lokalisiert. Dort deacetyliert es die Histone H1, H3 und 
H4. Dadurch wird der Chromatin-Status moduliert und die Bildung von 
Heterochromatin gefördert. Neben Histonen dienen auch viele Nicht-Histone (non-
histone proteins) als Interaktionspartner und Substrate von SIRT1. Diese können in 
drei Protein-Gruppen unterteilt werden: 1) In die Transkription involvierte Faktoren, 
wie z.B. p53, PPRγ, MyoD und TAFI68 2) Chromatin-assoziierte Proteine, wie z.B. 
p300, PCAF, NcoR und SMRT 3) Signal-Faktoren, wie z.B. Smad7. Mit dieser 
Vielzahl an Zielproteinen beeinflusst SIRT1 Metabolismus, Differenzierung, 
Proliferation, Seneszenz und Überleben der Zelle (Vaquero et al. 2007). 
 
SIRT2 ist das einzige humane Sirtuin, welches bevorzugt im Cytoplasma lokalisiert 
ist (Perrod et al 2001; North et al. 2003). Allerdings kolokalisiert es während des 
G2/M-Übergangs mit dem Chromatin (Vaquero et al. 2006). Als Substrate wurden 
bisher α-Tubulin, H4K16 (Histon H4 Lysin 16) und FOXO3a (forkhead box type O 
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transcription factor 3a) identifiziert (North et al. 2003, Vaquero et al. 2006, Wang et 
al. 2007). Es nimmt Einfluss auf Zell-Stabilität, Mitose-Regulation und die Reaktion 
der Zelle auf oxidativen Stress. 
 
SIRT3 ist in der inneren Mitochondrien-Membran und im Zellkern lokalisiert (Scher 
et al. 2007). In den Mitochondrien deacetyliert es die Acetyl-CoA Synthetase, 
wodurch diese aktiviert und der Fettsäurestoffwechsel beeinflusst wird (Hallows et 
al. 2006). Des Weiteren scheint es eine Rolle bei der Regulation der 
mitochondrialen Funktionen und der Thermogenese zu spielen (Shi et al. 2005). Im 
Zellkern kann es H4K16 deacetylieren, aber es führt zu keinen globalen 
Veränderungen des Acetylierungslevels von H4K16 (Scher et al. 2007). 
 
Das zweite mitochondrial lokalisierte Sirtuin ist SIRT4, welches statt einer 
Deacetylase-Aktivität eine ADP-Ribosyltransferase-Aktivität besitzt. Mittels ADP-
Ribosylierung hemmt es die Glutamat-Dehydrogenase in den β-Zellen des 
Pankreas und nimmt dadurch Einfluss auf die durch Aminosäuren stimulierte 
Insulinsekretion (Haigis et al. 2006). 
 
SIRT5 ist ebenfalls in den Mitochondrien lokalisiert. Es besitzt eine geringe 
Deacetylase-Aktivität (North et al. 2003), aber es sind bis jetzt keine Substrate und 
physiologische Effekte bekannt. 
 
SIRT6 ist im Zellkern lokalisiert und besitzt eine stabile ADP-Ribosyl-Transferase-
Aktivität (Liszt et al. 2005). SIRT6 Knockout-Mäuse zeigen Störungen im Basen-
Austausch-DNA-Reperaturmechanismus (base excision repair BER), Neigung zu 
Hypoglykämien und genomische Instabilität, was zu einem verfrühten 
Alterungsprozess und zum Tod der Mäuse vier Wochen nach der Geburt führt 
(Mostoslavsky et al. 2006). Der genaue Mechanismus der SIRT6-Funktion ist noch 
unbekannt. 
 
SIRT7 ist im Zellkern lokalisiert, assoziiert dort mit rDNA und aktiviert die RNA 
Polymerase I. Dadurch scheint es Einfluss auf das Zell-Wachstum und die 
Proliferation zu nehmen (Ford et al. 2006). 
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1.1.4. SIRT2 
Wie bereits erwähnt, kann SIRT2 sowohl im Cytoplasma, als auch im Zellkern 
lokalisiert sein. Während beider Lokalisierungen besitzt SIRT2 jeweils 
unterschiedliche Substrate.  
 
Im Zytoplasma kolokalisiert es mit dem Mikrotubulin-Netzwerk und deacetyliert      
α-Tubulin (North et al. 2003). Deacetyliertes α-Tubulin findet man in dynamischen 
Zellstrukturen, wie Neuriten-Wachstums-Zonen (neuronal growth cones), während 
acetyliertes α-Tubulin als Marker für stabile Mikrotubuli dienen kann (Piperno et al. 
1987). Es konnte beobachtet werden, dass bei einer erhöhten Aktivität von SIRT2 
und gleichzeitiger Abnahme des acetylierten α-Tubulins, eine verminderte 
Zelladhäsion und -migration resultiert (Panthitage et al. 2008). 
 
Während der Kolokalisation von SIRT2 mit dem Chromatin konnte eine verminderte 
Acetylierung von H4K16 nachgewiesen werden (Vaquero et al. 2006). Zusammen 
mit der Beobachtung, dass eine SIRT2 Überexpression zu einer Verlängerung der 
Mitose führt (Dryden et al. 2003), deutet dies auf eine Bedeutung für SIRT2 bei der 
Mitose-Regulation hin. Zudem wird eine Rolle von SIRT2 als Regulator eines 
Kontrollpunktes, der auf mitotischen Stress reagiert, diskutiert (Inoue et al. 2007).  
 
Erst kürzlich wurde FOXO3a als neues Substrat von SIRT2 identifiziert. Die 
Deacetylierung von FOXO3a ermöglicht eine verstärke Bindung des 
Transkriptionsfaktors an die DNA und somit eine gesteigerte Expression der 
FOXO3a-Zielgene p27, Bim (Bcl-2-interacting mediator of cell death) und MnSOD 
(Mangase Superoxiddismutase). Durch die vermehrte Expression von MnSOD führt 
eine SIRT2-Überexpression zu einer Verminderung der ROS-Level (reactive 
oxygen species), wenn die Zelle unter oxidativem Stress steht. Ob die 
Deacetylierung von FOXO3a im Zytoplasma oder im Zellkern erfolgt, ist noch 
unklar (Wang et al. 2007). 
 
Die katalytische Aktivität von SIRT2 wird durch Phosphorylierung am Serin 331 
(S331) reguliert. Die Phosphorylierung kann durch die Komplexe von 
CyclinE/CDK2, CyclinA/CDK5 und p35/CDK5 erfolgen und verringert die 
katalytische Aktivität von SIRT2. Durch den CDK-Inhibitor Roscovitine kann die 
Phosphorylierung verhindert werden (Pandithage et al. 2008).  
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 Einen zusätzlichen Regulationsmechanismus stellt der aktive Transport von SIRT2 
aus dem Zellkern und die dadurch bedingte räumliche Trennung von seinen 
Substraten im Zellkern dar (North et Verdin 2007). 
 
 
 
1.2. Acetylierung von Histonen 
 
1.2.1. Rolle der Histone beim Aufbau des Chromatins 
Die DNA liegt in einer eukaryotischen Zelle nicht als isoliertes Molekül vor, sondern 
bildet zusammen mit Histonen und chromatinassoziierten Proteinen einen 
Komplex, der als Chromatin bezeichnet wird. Die kleinste Untereinheit stellt dabei 
das Nucleosom dar. Dieses besteht aus 147 Basenpaaren der DNA, die um ein  
heteromeres Histon-Octamer gewunden sind. Das Histon-Octamer setzt sich aus je 
zwei Molekülen der Kern-Histone (core histones) H2A, H2B, H3 und H4 
zusammen. Zwischen den einzelnen Nucleosomen befinden sich ca. 10-60 
Basenpaare Verbindungs-DNA (linker DNA), so dass ein Chromatin-Faden mit 
~10nm Durchmesser entsteht. Diese „Perlenkette“ (beads-on-a-string) kondensiert 
durch intramolekulare Wechselwirkungen der Nucleosomen zu Chromatin-
Strängen mit einem Durchmesser von ~30nm, welche durch Verbindungs-Histone 
(linker histones) stabilisiert werden. Eine weitere Kondensation durch 
intermolekulare Wechselwirkungen der 30nm-Stränge ergibt das 100-400nm dicke 
Interphase-Chromatin. Jedes Histon besitzt eine N-terminalen Region (histone tail) 
mit einem hohen Anteil basischer Aminosäuren, die aus dem Nucleosom 
herausragt. Sind diese histone tails nicht vorhanden, kommt es zu keiner 
Ausbildung von Chromatin „höherer Ordnung“, also 30nm-Strängen oder stärker 
kondensiertem Chromatin (Peterson and Laniel, 2004). Eine besondere Rolle 
scheint dabei der histone tail von Histon H4 zu spielen, welcher sowohl bei den 
intra-, als auch bei den intermolekularen Kondensations-vorgängen des 
Chromatins benötigt wird (Dorigo et al. 2003). 
 
 
1.2.2. Histon-Modifikationen 
Histone unterliegen an ihren histone tails einer Vielzahl an posttranslationalen 
Modifikationen. Dazu zählen Acetylierung und Methylierung von Lysin (K) und 
Arginin (R), Posphorylierung von Serin (S) und Threonin (T), Ubiquitinierung und 
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Sumoylierung von Lysinen, sowie Ribosylierung (Abb. 1.4). Sie stellen einen 
sensiblen Steuerungsmechanismus zur Genregulation, DNA-Reparatur, DNA-
Replikation, Bildung von Euchromation oder Chromatinkondensation in Mitose und 
Meiose dar.  Dabei scheint nicht nur die einzelne Modifikation für sich, sondern 
auch Muster aus verschiedenen Modifikationen eine Rolle zu spielen. So korreliert 
z.B. die Tri-Methylierung von H3K9 (Histon H3 Lysin 9) zusammen mit 
deacetyliertem H3 und H4 mit einer Repression der Transkription.   
 
 
 
Abb. 1.4: Posttranslationale Modifikationen von Histonen 
Auswahl an bekannten Modifikationen an den histoen tails der core histones. Dargestellt sind 
Phosphorylierung (gelb), Acetylierung (rot), Ubiquitinierung (blau) und Methylierung (grün). 
(Peterson and Laniel, 2004) 
 
Zwei Modelle beschreiben, wie die Histon-Modifikationen in biologische Funktionen 
umgesetzt werden können (Peterson and Laniel 2004):  
1) Die Modifikationen an den Histonen haben einen direkten Einfluss auf die 
Struktur oder die Anordnung von Nucleosomen. Dadurch wird die Interaktion der 
DNA mit den Histonen verändert, so dass für die Transkription entweder leicht 
zugängliches oder schlecht zugängliches Chromatin entsteht. Diese beiden 
Zustandsformen werden auch als „aktives“ oder „inaktives“ Chromatin bezeichnet. 
2) An die Histon-Modifikationen können spezifisch Nicht-Histone binden und so 
Einfluss auf das Chromatin oder die DNA ausüben. Dabei können in der 
Nachbarschaft befindliche Modifikationen zusätzlich die Bindung des Proteins 
modulieren. 
Eine Vielzahl von Experimenten haben in den letzten Jahren gezeigt, dass 
Histonmodifikationen für beide hier beschriebenen Vorgänge wichtig sind. 
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1.2.3. H4 Lysin 16 Acetylierung 
Acetylierung der Lysin-Reste von Histonen wird im Allgemeinen mit aktivem 
Chromatin in Verbindung gebracht, an dem Transkription stattfindet. Außerdem 
scheint sie bei der DNA-Reparatur und -Replikation eine Rolle zu spielen. Beide 
bereits erwähnten Modelle zur funktionellen Auswirkungen von Histon-
Modifikationen wurden für die Acetylierung postuliert. Zum einen wird durch sie die 
positive Ladung der Amino-Gruppe des Lysins neutralisiert, was zur Folge hat, 
dass intra- und intermolekulare Interaktionen der Nucleosomen geschwächt 
werden. Dadurch wird die Struktur des Chromatins aufgelockert und die DNA 
besser zugänglich. Zum anderen kann die Acetylierung direkt durch spezifische 
Faktoren, wie z.B. Transkriptionsfaktoren oder Remodeling-Faktoren, erkannt 
werden. Die Erkennung und/oder Bindung erfolgt über eine Bromodomäne des 
Proteins, welches daraufhin durch direkte mechanische Effekte oder indirekt durch 
die Bindung von weiteren Faktoren Einfluss auf die Chromatinstruktur nimmt 
(Jenuwein 2001; Kurdistani and Grunstein 2003; Vaquero et al. 2007). 
 
Der histone tail von H4 besitzt vier mögliche Lysine, die acetyliert werden können: 
K5, K8, K12 und K16. Ist der H4 histone tail nicht vorhanden, kommt es in Hefen zu 
Störungen der Transkription, des Zell-Zyklus, der DNA-Reparatur, des Silencing 
und der Paarungs-Effizienz. Diese Effekte sind auf das Fehlen der acetylierbaren 
Lysin-Reste zurückzuführen. Schaltet man die Regulation der Acetylierung 
einzelner Lysine durch einen Austausch zu einer anderen Aminosäure aus, zeigt 
sich, dass man bei K5, K8 und K12 ähnliche Effekte erzielt. Diese sind eher 
unspezifisch, wohingegen die Mutationen von K16 meist sehr spezifische Folgen 
hat, die denen bei einem kompletten Verlust des H4 histone tails besonders ähneln 
und auf eine zentrale Rolle dieser Histon-Modifikation hindeuten (Vaquero et al. 
2007).  
Tauscht man K16 zu Arginin aus und imitiert dadurch den deacetylierten Status an 
dieser Stelle, so kommt es zu einer deutlich veränderten Genexpression, die ca. 
100 Gene betrifft und deutlich spezifischer ist als bei einem Verlust der 
Acetylierung von K5, K8 und K12 (Dion et al. 2005). Auch der Zell-Zyklus wird bei 
einem Verlust der K16 Acetylierung beeinträchtigt. Es kommt zu einer 
Verlängerung der S-Phase und einer Verkürzung des G2/M-Übergangs (Vaquero et 
al. 2007). 
Bei der Imitation des acetylierten Status, durch Austausch von Lysin zu Glutamin, 
führt dies bei K16 zu einer deutlichen Verminderung der Paarungseffizienz, die auf 
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die Aufhebung der Repression des HML-Locus zurückgeführt wird. Eine 
gleichzeitige Mutation der drei anderen Lysine zeigt dagegen kaum Auswirkungen 
(Park and Szostak 1990).  
Bei der Reparatur von DNA-Doppelstrangbrüchen scheint keines der Lysine als 
einzelnes eine spezifische Rolle zu spielen. Bei einer Mutation aller vier Lysine zu 
Glutamin kommt es zu einer Hypersensitivität der Zelle gegenüber Reagenzien die 
zu Doppelstrangbrüchen führen. Dieses lässt sich durch die Einführung eines der 
vier Lysine wieder aufheben (Bird et al. 2002).  
 
Die Mediation dieser verschiedenen Effekte durch den Acetylierungsstatus von 
H4K16 (Abb. 1.5) ist auf seinen einzigartigen Einfluss auf die Chromatinstruktur, 
sowie auf die Interaktion mit verschiedenen Faktoren zurückzuführen.  
Durch die Analyse der Kristallstruktur von Nucleosomen konnte gezeigt werden, 
dass die Aminosäuren 16-24 des H4 histone tails eines Mononucleosoms mit 
sauren Anteilen des benachbarten H2A/H2B-Dimers in Kontakt treten können und 
dadurch vermutlich eine wichtige Rolle bei der Ausbildung von 30nm-Strängen 
spielen (Luger et al. 1997). H4K16 liegt in diesem Bereich und es wurde 2006 
durch Shogren-Knaak und Kollegen beobachtet, dass eine Acetylierung von H4K16 
die durch intramolekulare Wechselwirkungen bedingte Kondensation verhindern 
kann. Auch auf der inter-molekularen Ebene scheint diese Histon-Modifikation die 
Chromatin-Kondensation zu unterbinden, so dass insgesamt eine bessere 
Zugänglichkeit der DNA erreicht wird. 
Verschiedene Faktoren können acetyliertes H4K16 erkennen und mit ihm 
interagieren. Dazu gehört der Transkriptionsfaktor Bdf1, der in Hefen mit Sir2 um 
die Bindung an den acetylierten H4 histone tail kompetetiert und somit die 
Ausbreitung des Silencing durch Sir2 über bestimmte Regionen hinaus verhindert 
(Ladurner et al. 2003, Vaquero et al. 2007). Auch der Chromatin-Remodeling-
Komplex NoRC kann mit acetyliertem H4K16 interagieren und so Einfluss auf das 
Silencing von rDNA nehmen (Zhou and Grummt 2005). 
Die Acetylierung von H4K16 kann aber auch der Bindung von Faktoren 
entgegenwirken. Die Bindung von Sir3 an H4 und die dadurch erfolgende 
Ausbildung von Heterochromatin kann durch acetyliertes H4K16 aufgehoben 
werden (Carmen et al. 2002, Kimura et al. 2002). Der ATP-abhängige Chromatin-
Remodeling-Faktor ISWI, der in Drosophila die Architektur des X-Chromosoms 
beeinflusst, kann nicht an Nucleosomen binden, die an H4K16 acetyliert sind 
(Corona et al. 2002).  
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Abb. 1.5. Auswirkung des Acetylierungsstatus von H4K16 
Die Acetylierung von H4K16 erfolgt  durch die Enzyme MOZ, MOF und SAS2, die zu der 
Familie der MYST Histon-Acetyl-Transferasen (HAT) gehören. Allerdings kommt SAS2 nur in 
Hefen vor, während MOZ und MOF auch Homologe in Säugern haben (Yang 2004; Vaquero et 
al. 2007). Deacetyliert kann H4K16 in Hefen durch Sir2, sowie durch Hstp2 werden. In Säugern 
übernehmen diese Rolle SIRT1, SIRT2 und SIRT3.  
(Vaquero et al. 2007) 
 
 
 
1.3. Nucleäre Transportvorgänge 
 
Der Zellkern ist durch eine Doppelmembran vom Zytoplasma getrennt, so dass 
zum einen die Regulation von Enzymen durch räumliche Trennung vom Substrat 
ermöglicht wird und zum anderen Transportvorgänge nötig sind, um die richtige 
Verteilung von Proteinen, Nukleinsäuren und weiteren Molekülen zu gewährleisten 
(Shuttling). Dabei erfolgt der Transport von Makromolekülen über die 
Kernmembran durch wassergefüllte Kernporen-Komplexe (Nuclear Pore 
Complexes; NPC) und wird meist durch die Interaktion des Moleküls mit speziellen 
Transport-Rezeptoren, den so genannten Karyopherinen, vermittelt. Die nukleäre 
Verteilung von Proteinen wurde durch Signalsequenzen gesteuert (Kau et al. 
2004). 
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1.3.1. Klassischer Kern-Import 
Besitzt ein Protein ein klassisches Kern-Lokalisierungs-Signal (nuclear localization 
signal; NLS) wird es im Cytoplasma zunächst durch Karyopherin-α und 
anschließend durch Karyopherin-β erkannt und gebunden. Dadurch entsteht ein 
heterotrimerer Komplex, welcher durch einen NPC in den Kern geschleust wird. 
Dort bindet RanGTP an Karyopherin-β und der Komplex aus transportiertem 
Protein und den Karyopherinen dissoziiert. Der Komplex aus Karyopherin-β und 
RanGTP wird direkt durch einen NPC in das Cytoplasma zurücktransportiert. Dort 
wird RanGTP zu RanGDP hydrolysiert, wobei Karyopherin-β dissoziiert und danach 
für einen weiteren Import-Zyklus zur Verfügung steht. Karyopherin-α bindet 
zunächst an den Exportrezeptor CAS und dann mit diesem zusammen an 
RanGTP. Dieser Komplex wird durch einen NPC in das Cytoplasma transportiert 
und dissoziiert ebenfalls bei der Hydrolyse von RanGTP zu RanGDP (Abb. 1.6).    
Die hohen Konzentrationen von RanGTP im Zellkern, welche neben dem Recycling 
der Karyopherine α und β auch für den Kern-Export Vorraussetzung sind, werden 
durch das Enzym RanGEF aufrechterhalten (Abb. 1.6 und 1.7) (Kau et al. 2004).  
 
  
A 
 
Abb. 1.6 Der Zyklus des klassischen Kern-Imports 
Ablauf des durch Karyopherin-α (α) und Karyopherin-β (β) vermittelten Imports von Proteinen 
mit NLS. 
(Kau et al. 2004) 
 
 
Einleitung                                                                                                              
 
      
 - 15 -
 
1.3.2. Klassischer Kern-Export 
Ist ein Protein für den Export aus dem Kern bestimmt, besitzt es ein Kern-Export-
Signal (nuclear export signal; NES). Dadurch wird es im Kern durch den Export-
Rezeptor CRM1 erkannt. Dieser bildet mit dem Protein und RanGTP einen 
Komplex, der durch einen NPC in das Zytsoplasma transportiert wird. Dort 
dissoziert der Komplex bei der Hydrolyse von RanGTP zu RanGDP und CRM1 
gelangt durch einen NPC zurück in den Zellkern (Abb. 1.7) (Kau et al. 2004) 
.  
 
 
 
Abb. 1.7 Der Zyklus des klassischen Kern-Exportes 
(Kau et al. 2004) 
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1.4. Zielsetzung 
 
Es ist bekannt, dass SIRT2 hauptsächlich im Cytoplasma lokalisiert ist, aber beim 
Übergang von der G2- in die M-Phase gelangt es in den Zellkern und kolokalisiert 
dort mit dem Chromatin (Vaquero et al. 2006). Jedoch war es bisher schwierig die 
genauen Funktionen dieses Vorgangs zu untersuchen, da SIRT2 sehr effektiv aus 
dem Kern transportiert wird und Eingriffe in den globalen Kerntransport sich auf 
viele weitere Proteine auswirken kann. 
Ziel dieser Arbeit war es daher, eine im Zellkern lokalisierte SIRT2 Mutante zu 
klonieren, wodurch die Funktionen von SIRT2 im Zellkern näher untersucht werden 
sollten. Zusätzlich sollte eine katalytisch inaktive Variante dieser Mutante generiert 
werden, um überprüfen zu können, ob die Effekte von kernständigem SIRT2 auf 
seine Aktivität als Deacetylase zurückzuführen sind. 
Die Kolokalisation von SIRT2 mit dem Chromatin korreliert mit einer 
Hypoacetylierung von H4K16 (Vaquero et al. 2006) daher sollte weiter überprüft 
werden, ob eine Überexpression von kernständigem SIRT2 eine Deacetylierung 
von H4K16 zur Folge hat. Zudem sollte getestet werden, ob die anderen Lysine 
des histone tails von H4, H4K5, H4K8 und H3K12, die in vitro z.T. durch SIRT2 
deacetyliert werden können (Vaquero et al. 2006), in vivo bei der Überexpression 
von kernständigem SIRT2 deacetyliert werden. 
SIRT2 wird durch CDK-Komplexe am Serin 331 phosphoryliert und dadurch seine 
katalytische Aktivität verringert (Panditahge et al. 2008). Daher sollte überprüft 
werden, ob im Kern lokalisiertes SIRT2 einen veränderten Phosphorylierungsstatus 
aufweist. 
Beim Acetylierungsstatus von H4K16 könnte die Histon Acetyl-Transferase MOF, 
deren wichtigstes Substrat H4K16 ist, einen Gegenspieler von SIRT2 im Zellkern 
darstellen. Durch siRNA (small interfering RNA) vermittelte Verminderung von MOF 
(Knock Down) im Zellkern konnte eine abnorme Zellkernstruktur nach der Mitose 
beobachtet werden. Zusätzlich resultierten eine verlangsamte Zellproliferation und 
eine Akkumulation der Zellen in der G2- und M-Phase (Taipale et al. 2005). Daher 
sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob die Überexpression von 
kernständigem SIRT2, die gleichen Effekte auf Zellkernstruktur und Zellproliferation 
beobachtbar sind, wie sie bei einem Knock Down von MOF beschrieben wurden. 
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2. Ergebnisse 
 
2.1. Klonierung von einer kernständigen SIRT2 Mutante 
 
2.1.1. Insertion einer NLS-Sequenz in den HA-SIRT2-Vektor 
SIRT2 ist während des Zellzyklus zumeist im Zytoplasma lokalisiert, doch beim 
G2/M-Übergang gelangt es in den Zellkern und kolokalisiert dort mit dem Chromatin 
(Vaquero et al. 2006). Die Funktionen von SIRT2 im Zellkern sind bisher nur wenig 
untersucht, da SIRT2 nur mit Hilfe von Leptomycin B im Kern angereichert werden 
kann und selbst dann noch zu 50% im Zytoplasma lokalisiert ist (North and Verdin 
2007). Aus diesem Grund sollte eine dauerhaft kernständige SIRT2 Mutante 
generiert werden. Dazu wurde zunächst in den GWpHA-SIRT2 Vektor die Sequenz 
eines klassischen, lysinreichen Kernlokalisierungssignals (nuclear localisation 
signal; NLS) über die BamHI Schnittstelle eingebracht (Abb. 2.1). Dabei konnte nur 
eine der Ligationsstellen wiederum als BamHI-Schnittstelle dienen. Wurde das 
Insert in der richtigen Orientierung in den Ursprungsvektor eingefügt, konnte durch 
Restriktionsverdau mit BamHI und Bsp1401 ein ca. 85bp langes Fragment 
nachgewiesen werden. Die erhaltene Mutante (SIRT2_NLS) wurde zur 
Überprüfung der korrekten Amplifikation sequenziert. 
 
 
 
Abb. 2.1: Insertion eines NLS in den HA-SIRT2-Vektor 
Ein lysinreiches nuclear localisation signal (NLS) wurde N-terminal des HA-Tags an HA-SIRT2 
kloniert. 
H150: Histidin 150, im aktiven Zentrum von SIRT2 lokalisiert  
S331: Serin 331, Phosphorylierungsstelle im C-Terminus von SIRT2 
HA-tag: Hemagglutinin-tag 
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Zur Expressionskontrolle wurden HEK-293-Zellen entweder mit Leervektor, 
Wildtyp-SIRT2 oder der SIRT2_NLS Mutante transfiziert und in den gewonnen 
Zelllysaten, nach Auftrennung durch SDS-PAGE, phosphoryliertes SIRT2 detektiert 
(Abb. 2.2). Dabei zeigte sich, dass die Mutante SIRT2_NLS in gleichem Maße wie 
Wildtyp-SIRT2 exprimiert und phosphoryliert wird.  
Im nächsten Schritt sollte die Lokalisation der SIRT2_NLS Mutante überprüft 
werden. Hierfür wurden HeLa-Zellen entweder mit Wildtyp-SIRT2 oder der 
SIRT2_NLS Mutante transfiziert und die Zellen 48h später mit Paraformaldehyd 
fixiert. Anschließend wurde SIRT2 mittels spezifischer Antikörper in der 
Immunfluoreszenzfärbung (Immunostaining) nachgewiesen. Hierbei zeigte sich, 
dass beide Proteine im Zytoplasma lokalisiert waren (Abb. 2.3). Diese 
Beobachtung könnte sowohl auf ein Überwiegen des nucleären Protein-Exports, 
als auch durch eine Insuffizienz des NLS erklärt werden. Daher wurden in einem 
weiteren Experiment die transfizierten Zellen zusätzlich mit Leptomycin B, einem 
Inhibitor des Crm1-abhängigen Kern-Exports, behandelt. Hierbei zeigte sich, dass 
Wildtyp-SIRT2 nach Leptomycin B (LB) Behandlung gleichmäßig im Zellkern und 
im Zytoplasma verteilt war. Die SIRT2_NLS Mutante hingegen reicherte sich zu 
einem großen Teil, wenn auch nicht vollständig, im Zellkern an (Abb. 2.3). Daraus 
ließ sich schließen, dass das NLS zwar zu einem erhöhten Transport der Mutante 
in den Kern führte, aber durch Überwiegen des Crm1-abhängigen Exports konnte 
es zu keiner Anreicherung des Proteins im Zellkern kommen. 
 
 
 
Abb. 2.2: Expressionskontrolle der SIRT2_NLS Mutante 
Transiente Transfektion von HEK-293-Zellen mit 3µg GW-pHA-SIRT2 (WT), GW-pHA 
(Vektor)oder GW-pHA-SIRT2_NLS (NLS). 48h nach Transfektion wurden die Zellen mit RIPA-
Puffer für phosphorylierte Proteine lysiert. Die Proteine in den gewonnenen Zelllysaten wurden 
durch SDS-PAGE aufgetrennt. Anschließend wurde im Western-Blot phosphoryliertes SIRT2 
mittels des 6B5-Antikörpers (anti-SIRT2-P),  sowie α-Tubulin (anti-Tubulin) detektiert. 
Die verschieden Spuren stammen vom gleichen Western Blot, bei gleicher Belichtungszeit. 
 
 
 
Ergebnisse 
 
     
 - 19 - 
 
Abb. 2.3 Lokalisation der SIRT2_NLS Mutante 
Immunfloureszenzfärbung: Mit je 3µg Wildtypt-SIRT2 (WT) oder SIRT2_NLS (NLS) transfizierte 
HeLa-Zellen wurden nach 48h mit 4% Paraformaldehyd fixiert. Die Proteinlokalisation wurde mit 
Hilfe eines spezifischen Antikörpers gegen SIRT2 (3C8) und fluoreszierender Zweitantikörper 
detektiert (grün). Die Kernfärbung erfolgte durch Höchst 33258 (blau). In der gemischtfarbigen 
(merge) Darstellung sind die Anfärbung von SIRT2 und des Zellkerns graphisch übereinander 
gelegt, so dass im Zellkern lokalisiertes SIRT2 türkis abgebildet wird. 
In den unteren beiden Panels erfolgte eine Inkubation der Zellen 4h vor der Fixation mit 
Leptomycin B (LB), mit einer Endkonzentration von 20nM im Medium. Dadurch wurde der 
Crm1-abhängige Kern-Export gehemmt.  
 
2.1.2. Mutation des NES 
Die Mutation zweier Lysine in der Sequenz des Kernexportsignals (nuclear export 
signal; NES) von SIRT2 wurde bereits beschrieben und führte zur gleichmäßigen 
Verteilung von SIRT2 im Zellkern und im Zytoplasma (North and Verdin, 2007). 
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Die Inhibition des Crm1-abhängigen Kernexports mit LB hatte bei unserer 
SIRT2_NLS Mutante zu einer deutlich stärkeren Anreicherung im Zellkern geführt. 
Daher schien eine Kombination aus NLS und mutiertem NES Erfolg versprechend 
zu sein, um eine kernständige SIRT2 Mutante zu generieren. Dazu wurden zwei 
Lysine der NES-Konsensussequenz zu Alaninen mutiert, so dass in der 
SIRT2_NLSdNES Mutante die Signalwirkung der NES deletiert wurde (Abb. 2.4).  
Zusätzlich wurde eine Variante von SIRT2_NLSdNES generiert, deren Histidins (H) 
150 im aktiven Zentrum durch Tyrosin (Y) ausgetauscht wurde, um eine SIRT2 
Mutante zu erhalten, die kernständig, aber katalytisch inaktiv ist. Diese Mutante 
wurde als SIRT2_NLSdNES_H150Y bezeichnet. 
 
 
 
Abb. 2.4. Mutation des NES von SIRT2_NLS 
In der NES-Konsensussequenz der SIRT2_NLS Mutante (gelb) wurden zwei Lysine zu 
Alaninen (rot) mutiert, um die Signalwirkung der NES aufzuheben. Die entstandene Mutante 
wird als SIRT2_NLSdNES bezeichnet. 
(m)NES: (mutiertes) nuclear export signal 
NLS: nucleus localisation signal  
H150: Histidin 150, im aktiven Zentrum von SIRT2 lokalisiert  
S331: Serin 331, Phosphorylierungsstelle im C-Terminus von SIRT2 
 
Auch bei diesen Mutanten wurden Sequenzierungen zur Bestätigung der korrekten 
Amplifikation sowie eine Expressionskontrolle im Western Blot durchgeführt. Beide 
Mutanten wurden in gleichem Maße exprimiert wie Wildtyp-SIRT2 und es konnte 
eine geringfügige Abstandsvergrößerung zwischen den beiden Isoformen  
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beobachtet werden. Diese ist wahrscheinlich auf eine Größenzunahme der Isoform 
1 von 43kDa auf 45kDa aufgrund des NLS zurückzuführen (Abb. 2.5.). 
 
 
Abb. 2.5. Expressionskontrolle von NLSdNES und NLSdNESH150Y 
Transiente Transfektion von HeLa-Zellen mit 4µg GW-pHA (Vektor), GW-pHA-SIRT2 (WT), 
GW-pHA-SIRT2_H150Y (H150Y), GW-pHA-SIRT2_NLSdNES (NLSdNES) oder GW-pHA-
SIRT2_NLSdNES_H150Y (NLSdNES_H150Y). Kotransfiziert wurde jeweils 1µg pMacs zur 
CD4-Selektion. 48h nach Transfektion wurden die transfizierten Zellen mit Hilfe von Dynabeads 
isoliert und mit RIPA-Puffer für phosphorylierte Proteine lysiert. Die Proteine in den 
gewonnenen Zelllysaten wurden durch SDS-Page aufgetrennt. Anschließend wurde im 
Western-Blot SIRT2 mittels des 3C8-Antikörpers (anti-SIRT2), sowie α-Tubulin (anti-Tubulin) 
detektiert  
 
 
Abb. 2.6. Lokalisation der NLSdNES und NLSdNES_H150Y Mutanten 
Immunfluoreszenzfärbung: Mit je 3µg Wildtypt-SIRT2 (WT), SIRT2_NLSdNES (NdN) oder 
SIRT2_NLSdNES_H150Y (NdN_H150Y) transfizierte HeLa-Zellen wurden nach 48h mit 4% 
Paraformaldehyd fixiert. Die Proteinlokalisation wurde mit Hilfe eines spezifischen Antikörpers 
Isoform 1 
Isoform 2 
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gegen SIRT2 (3C8) und eines floureszierenden Zweitantikörpers detektiert (rot). Die 
Kernfärbung erfolgte durch Höchst (blau). Im Durchlicht-Bild sind die Zellen ohne Darstellung 
der Immunfärbung abgebildet. 
 
Die Lokalisation der Mutanten wurde wiederum mittels Immunfluoreszenz 
überprüft. Sowohl SIRT2_NLSdNES als auch SIRT2_NLSdNES_H150Y waren im 
Gegensatz zu Wildtyp-SIRT2 nahezu vollständig im Zellkern lokalisiert (Abb. 2.6.). 
Zur Funktionsanalyse des kernständigen SIRT2 konnten nun diese Mutanten 
herangezogen werden, ohne dass Export-Inhibitoren eingesetzt werden mussten. 
 
 
 
2.2. Einflüsse von kernständigem SIRT2 auf die H4K16 Acetylierung 
 
2.2.1. SIRT2_NLSdNES deacetyliert H4K16 und wird vermehrt phosphoryliert 
Es wurde bereits gezeigt, dass SIRT2 H4K16 in vitro deacetylieren kann und die 
Kolokalisation von SIRT2 mit dem Chromatin mit einer verminderten H4K16 
Acetylierung in vivo korreliert (Vaquero et al. 2006). Aus diesem Grund wurde 
getestet, ob eine Überexpression der SIRT2 Mutanten im Zellkern ebenfalls zu 
einer Hypoacetylierung von H4K16 führt. Es konnte beobachtet werden, dass 
sowohl bei Überexpression von Wildtyp-SIRT2, als auch der kernständigen SIRT2-
Mutante (SIRT2_NLSdNES) die H4K16-Acetylierung verringert ist, wobei die 
Mutante zu einer stärkeren Deacetylierung führte. Bei einer Überexpression der 
katalytisch inaktiven SIRT2-Mutanten (SIRT2_H150Y, SIRT2_NLSdNES_H150Y) 
war kein veränderter Acetylierungsstatus von H4K16 nachzuweisen (Abb. 2.7A). 
Auch in der Immunfluoreszenzfärbung war zu beobachten, dass kernständiges 
SIRT2 mit einer verstärkten Deacetylierung von H4K16 im Vergleich zu 
zytoplasmatisch lokalisiertem Wildtyp SIRT2 korreliert. Bei der kernständigen, aber 
katalytisch inaktiven Mutante war keine vermehrte H4K16 Deacetylierung 
festzustellen (Abb. 2.7B).  
 
 A   
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Abb. 2.7: Deacetylaseaktivität der kernständigen SIRT2 Mutanten 
A Western-Blot von CD4-selektionierten Hela-Zelllysaten mit überexprimiertem Leervektor 
(Vektor). Wildtyp-SIRT2 (WT), katalytisch inaktivem SIRT2 (H150Y), NLSdNES Mutante 
(NLSdNES) und NLSdNES_H150Y Mutante (NLSdNES_H150Y). Mit spezifischen Antikörpern 
wurden Tubulin, SIRT2 und H4K16 Acetylierung (H4K16ac) nachgewiesen.  
B Immunfluoreszenzfärbung: Mit je 3µg Wildtypt-SIRT2 (WT), SIRT2_NLSdNES (NLSdNES) 
oder SIRT2_NLSdNES_H150Y (NLSdNES_H150Y) transfizierte HeLa-Zellen. Die 
Proteinlokalisation bzw. der H4K16 Acetylierungsstatus wurden mit Hilfe von spezifischen 
Antikörpern und floureszierenden Zweitantikörper detektiert (SIRT2: rot, acetyliertes H4K16: 
grün).  
 
Die Phosphorylierung an Serin331 erfolgt bei Wildtyp-SIRT2 durch CyclinE/CDK2, 
CyclinA/CDK2 und p35/CDK5 und führt zur Reduktion der katalytischen Aktivität 
(Pandithage et al. 2008). Die Untersuchung der Phosphorylierung der SIRT2 
Mutanten mittels Western Blot zeigte, dass die SIRT2_NLSdNES Mutante im 
Vergleich zum Wildtyp und zur katalytisch inaktiven Form eine 2,5fach stärkere 
Phosphorylierung aufwies (Abb. 2.8, Abb. 2.9). Wurde diese Phosphorylierung mit 
Hilfe von Roscovitine, einem CDK-Inhibitor, in den transfizierten Zellen verhindert, 
Ergebnisse 
 
     
 - 24 - 
konnte eine um 10% verstärkte Deacetylierung von H4K16 bei SIRT2_NLSdNES 
Überexpression beobachtet werden (Abb. 2.8A). In der Quantifizierung dieses Blots 
fiel auf, dass auch bei der NLSdNES_H150Y Mutante eine um ca. 30% 
verminderte H4K16 Acetylierung zu registrieren war (Abb. 2.8B). Allerdings konnte 
dies bei der Quantifizierung weiterer Experimente nicht bestätigt werden. 
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2.8: SIRT2_NLSdNES wird vermehrt durch CDKs phosphoryliert  
A Western-Blot von CD4-selektionierten HeLa-Zelllysaten mit überexprimiertem Leervektor 
(Vektor), Wildtyp-SIRT2 (WT), NLSdNES Mutante (NLSdNES) und katalytisch inaktiver 
NLSdNES Mutante (NLSdNES_H150Y). Vor Lyse der Zellen wurde ein Teil der Zellen für 2h mit 
25µM Roscovitine (Rosc +) behandelt, um CDKs zu inhibieren und die Phosphorylierung der 
SIRT2-Konstrukte zu vermindern. Mit spezifischen Antikörpern wurden Tubulin, 
phosphoryliertes SIRT2 (SIRT2-P) und die H4K16 Acetylierung (H4K16ac) nachgewiesen.  
B Quantifizierung von A. Die SIRT2-P- bzw. H4K16ac-Banden wurden mit den Tubulinbanden 
normiert. Bei der SIRT2-Phosphorylierung wurde der Wert bei unbehandeltem Wildtyp als 100% 
definiert. Bei der H4K16 Acetylierung wurde der Wert bei unbehandeltem Vektor als 100% 
definiert. 
 
 
2.2.2. Spezifität der H4K16-Deacetylierung durch kernständiges SIRT2 
Da SIRT2 in vitro auch gegenüber den Lysinen 5, 8 und 12 des histone tails von 
Histon H4 eine Deacetylase-Aktivität zeigt (Vaquero et al. 2006), wurden die 
kernständigen SIRT2 Mutanten mittels Western Blot auf ihre Spezifität gegenüber 
H4K16 getestet. Die Überexpression der SIRT2_NLSdNES Mutante korrelierte, 
trotz verstärkter Phosphorylierung, mit einer verminderten H4K16 Acetylierung in 
vivo (Abb. 2.9. A). Der Acetylierungsgrad von H4K5, H4K8 und H4K12, im 
Vergleich zu Vektor, Wildtyp-SIRT2 und katalytisch inaktiver Mutante, war jedoch 
nur geringfügig verändert (Abb. 2.9. B).  
Es fiel auf, dass bei Überexpression der SIRT2_NLSdNES Mutante nicht nur die 
Acetylierung von H4K16, sondern auch von Tubulin vermindert war. Dabei zeigt die 
Mutante eine vergleichbare Deacetylase-Aktivität gegenüber Tubulin, wie Wildtyp 
SIRT2, wohingegen die katalytisch inaktive SIRT2_NLSdNES_H150Y Mutante bei 
beiden Substraten zu keiner verminderten Acetylierung führte (Abb. 2.9A). 
 
  
A 
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Abb. 2.9 A und B: Kernständiges SIRT2 deacetyliert H4K16 spezifisch 
Western Blots von CD4-selektionierten Hela-Zelllysaten mit überexpremiertem Leervektor 
(Vektor), Wildtyp-SIRT2 (WT), NLSdNES Mutante (NLSdNES) und katalytisch inaktiver 
NLSdNES Mutante (NLSdNES_H150Y). Mit spezifischen Antikörpern wurden Tubulin, 
Acetyliertes Tubulin (Tubulinac), SIRT2, phosphoryliertes SIRT2 (SIRT2-P), und Acetylierung 
der vier Lysine des H4 histone tails (H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac, H4K16ac) nachgewiesen. 
 
 
2.3. Einflüsse von kernständigem SIRT2 auf die Kernmorphologie 
 
Neben der Abnahme der H4K16 Acetylierung in SIRT2_NLSdNES 
überexprimierten Zellen konnte beobachtet werden, dass diese Zellen besonders 
häufig abnorme Zellkernformen aufwiesen. Dabei standen vor allem polylobuläre 
Zellkernstrukturen im Vordergrund. Diese reichten von Zellkernen mit zwei oder 
drei zusätzlichen Lobuli (Abb.2.6 und Abb. 2.10), bis zu Kernen mit acht 
zusätzlichen Lobuli. In nicht transfizierten Zellen oder bei Überexpression von 
SIRT2-Wildtyp bzw. der SIRT2_NLSdNES_H150Y Mutante konnten solche 
abnormen Zellkernstrukturen nur vereinzelt beobachtet werden. 
Eine vermehrtes Auftreten von polylobulären Zellkernen wurde bei Ausschaltung 
der Acetyltransferase MOF mit Hilfe von siRNA (Knock Down) beschrieben und 
korrelierte dabei mit einer Verminderung der H4K16 Acetylierung (Taipale et al. 
2005). Diese Beobachtung wurde auf eine Umverteilung von Lamin A/C und Lamin 
B 
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B1/2 zurückgeführt. Daher sollte in weiteren Experimenten noch überprüft werden, 
ob eine solche Umverteilung auch in Zellen mit einer Überexpression der 
SIRT2_NLSdNES Mutante zu finden ist. 
 
 
 
Abb.2.10: Abnorme Kernmorphologie 
Immunfluoreszenzfärbung: Mit je 3µg Wildtypt-SIRT2 (WT), SIRT2_NLSdNES (NLSdNES) oder 
SIRT2_NLSdNES_H150Y (NLSdNES_H150Y) transfizierte HeLa-Zellen wurden nach 48h mit 4% 
Paraformaldehyd fixiert. Die Proteinlokalisation wurde mit Hilfe eines spezifischen Antikörpers gegen 
SIRT2 (3C8) und eines floureszierenden Zweitantikörpers detektiert (rot). Die Kernfärbung erfolgte durch 
Höchst (blau).  
 
 
 
2.4. Einflüsse von kernständigem SIRT2 auf die Zellproliferation 
 
Eine Hypoacetylierung von H4K16, beispielsweise durch den Knock Down der 
Histon Acetyl-Transferase MOF, wurde bisher als wachstumshemmend 
beschrieben (Tiapale 2005). Daher wurden Experimente zur Beobachtung der 
Kolonie-Bildung (Colonie Formation Assays; CFA) durchgeführt, um so den 
Einfluss der kernständigen SIRT2 Mutante auf die Zellproliferation zu testen. Bei 
einer inhibitorischen Wirkung auf das Wachstum wäre eine deutlich verminderte 
Zahl an Kolonien, wie bei Expression von p27, zu erwarten. 
Die transfizierten Zellen wurden für 16h mit Puromycin selektioniert und 
anschließend 5 Tage in normalem Medium inkubiert, bis die mit Leervektor 
transfizierten Zellen auf ihrer Platte ca. 90% konfluent waren. Zur Kontrolle der 
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Puromycinselektion wurde eine Platte mit untransfizierten Zellen in das Experiment 
eingeschlossen. Fixiert und gefärbt wurden die Zellen mit Methylen-Blau. 
Hierbei zeigte sich überraschenderweise eine Zunahme der Koloniegröße bei den 
mit der SIRT2_NLSdNES Mutante transfizierten Zellen. Im Gegensatz dazu zeigte 
sich bei einer Überexpression von Wildtyp-SIRT2 die gleiche Kolonieformierung, 
wie bei der Transfektion des Leervektors (Abb.2.11).  
Dies deutet darauf hin, dass kernständiges SIRT2, im Gegensatz zu Wildtyp-SIRT2 
die Zellproliferation fördert. Ob dieser Effekt über die Deacetylierung von H4K16 
vermittelt wird, konnte durch dieses Experiment allerdings nicht eindeutig 
differenziert werden. Weitere Proliferationsexperimente sollten unternommen 
werden, um diesen Fund zu bestätigen und die Ursachen dafür zu untersuchen. 
 
 
 
 
Abb.2. 11: Kernständiges SIRT2 steigert die Proliferation im Colony Formation Assay 
HeLa-Zellen wurden mit Leervektor (Vektor), Wildtyp SIRT2 (WT), SIRT2_NLSdNES (NdN) 
oder p27 transfiziert, sowie mit einem Puromycin-Resistenzplasmid co-transfiziert und 16h mit 
Pouromycin selektioniert. Nach 5 Tagen Wachstum in normalem Medium wurden die Kolonien 
mit Methylen-Blau fixiert und gefärbt.  
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3. Diskussion 
 
3.1. Klonierung einer im Zellkern lokalisierten SIRT2 Mutante 
 
SIRT2 ist während des Zellzyklus vorwiegend im Zytoplasma lokalisiert (Perrod et 
al 2001; North et al. 2003). Dies ist auf einen aktiven Transport des Proteins aus 
dem Zellkern zurückzuführen (North and Verdin, 2007). Während des G2/M-
Übergangs  verschiebt sich die SIRT2-Verteilung über noch unbekannte 
Mechanismen aus dem Zytoplasma in den Zellkern, wo es mit dem Chromatin 
kolokalisiert (Vaquero et al. 2006). Die zeitliche Begrenzung der SIRT2-
Translokation in den Zellkern erschwerte bisher die Untersuchung der nukleären 
Funktion von SIRT2. Für diese Arbeit sollte daher eine konstant kernständige 
SIRT2 Mutante generiert werden, um die Beobachtung der Effekte von 
kernständigem SIRT2 zu ermöglichen.  
 
Zunächst wurde in ein bereits vorhandenes SIRT2-Expressionsplasmid ein Kern-
Lokalisierungs-Signal (nuclear localization signal; NLS) integriert, um einen aktiven 
Transport des Proteins in den Zellkern zu erreichen (Abb. 3.1). Diese so genannte 
SIRT2_NLS Mutante wurde zwar exprimiert (Abb. 2.2), war aber trotz des 
integrierten NLS nicht im Zellern lokalisiert (Abb. 2.3A). Erst eine Inhibierung des 
Crm1-abhängigen Kern-Exportes mit Hilfe von Leptomycin B ermöglichte die 
Anreicherung der Mutante im Zellkern (Abb. 2.3B). Da bei Behandlung mit 
Leptomycin B die Mutante im Vergleich zum Wildtyp vermehrt im Zellkern lokalisiert 
war, konnte davon ausgegangen werden, dass das NLS zwar einen Transport des 
Proteins in den Kern ermöglicht, aber der sofortige Export des Proteins eine 
Anreicherung im Kern verhindert. Dieser Export scheint zum Teil über das bereits 
bekannte Kern-Export-Signal (nuclear export signal; NES), am N-Terminus von 
SIRT2 zu erfolgen (North and Verdin, 2007).  
 
Durch den Austausch zweier Lysine in der NES-Konsensussequenz von SIRT2 
durch Alanine war es North und Verdin 2007 gelungen, die Funktion des Export-
Signals aufzuheben. Dies führte zu einer Verteilung von SIRT2 im Zellkern und im 
Zytoplasma zu gleichen Anteilen, welche durch eine zusätzliche Leptomycin B 
Behandlung nicht verändert wurde. Indem die funktionelle Deletion des NES, mit 
der Integration des NLS kombiniert wurde (Abb. 2.4), gelang es die 
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SIRT2_NLSdNES Mutante zu generieren, welche fast ausschließlich im Zellkern 
vorzufinden ist. Die Lokalisation der nukleären SIRT2 Mutante wurde durch 
Immunfluoreszenzfärbung transient transfizierter HeLa-Zellen nachgewiesen (Abb. 
2.6). Allerdings wäre es möglich, dass auch SIRT2_NLSdNES immer noch 
zwischen Zellkern und Zytoplasma shuttelt. Bei Überexpression dieser 
kernständigen SIRT2 Mutante war eine vermehrte Deacetylierung von Tubulin zu 
beobachten, die vergleichbar mit der Deacetylierung durch den Wildtyp war (Abb. 
2.9B). Dies könnte darauf hindeuten, dass die Mutante auch ins Zytoplasma 
gelangt und dort katalytisch aktiv ist. Es besteht aber auch die Möglichkeit, dass 
durch die Überexpression eine größere Menge an SIRT2_NLSdNES vorhanden ist, 
als in den Zellkern transportiert werden kann und dass die im Zytoplasma 
verbleibende Fraktion die Deacetylierung von Tubulin bewirkt. 
Zudem scheint der Crm1-abhängige Export nicht allein für den Transport von 
SIRT2 aus dem Zellkern verantwortlich zu sein, da eine Deletion des NES nur in 
Kombination mit Einfügen eines NLS zu einer Sequestration des Proteins im 
Zellkern führt. Es wäre möglich, dass SIRT2 ein weiteres Export-Signal besitzt, 
welches einen direkten Export des Proteins zur Folge hat, oder SIRT2 könnte an 
ein anderes Protein binden und mit diesem gekoppelt aus dem Zellkern geschleust 
werden. Weitere Untersuchungen sind nötig, um zu klären, ob eine dieser 
Möglichkeiten zutreffend ist. 
 
Die Kombination aus den Kernimport fördernder und den Kernexport verhindernder 
Komponenten, welche nötig waren, um eine im Zellkern lokalisierte Mutante zu 
generieren, lassen vermuten, dass die Deacetylierung kernständiger Substrate 
strikt Zellzyklus-abhängig ist. 
Dieser Umstand wirft die Frage auf, warum die Lokalisation von SIRT2 so streng 
reglementiert ist. Da SIRT2 zu bestimmten Zeiten des Zellzyklus im Zellkern 
vorhanden ist, deutet dies auf sehr spezifische nukleäre Funktionen von SIRT2 hin. 
Die generierte kernständige SIRT2 Mutante sollte dazu dienen, diese Funktionen 
näher zu untersuchen.  
Um festzustellen, ob die in den Experimenten beobachteten Effekte von 
kernständigem SIRT2 auf seine Aktivität als Deacetylase zurückzuführen waren, 
wurde eine zusätzliche kernständige Mutante generiert, deren zentrales Histidin im 
aktiven Zentrum gegen Tyrosin ausgetauscht war. Dies führte zur Verminderung 
der katalytischen Aktivität dieser SIRT2_NLSdNES_H150Y Mutante gegenüber 
H4K16 und Tubulin, im Vergleich zu SIRT2_NLSdNES (Abb. 2.9 B). Mit Hilfe der 
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Immunfluoreszenzfärbung konnte gezeigt werden, dass auch diese Mutante fast 
ausschließlich im Zellkern lokalisiert ist (Abb. 2.6). 
 
Auf die Frage, auf welche Weise SIRT2 unter physiologischen Bedingungen 
während der G2-Phase in den Kern gelangt und wie dieser Vorgang reguliert wird, 
konnte in dieser Arbeit nicht eingegangen werden. Jedoch scheint es nötig zu sein, 
die Signalwirkung des NES währenddessen zu verhindern. Die bisher 
durchgeführten Experimente zeigen, dass ein alleiniger Transport von SIRT2 in den 
Kern, wie es bei der SIRT2_NLS Mutante der Fall ist, nicht ausreicht, um das 
Protein dort anzureichern. Sie erfordert die zusätzliche Inhibierung der NES-
Wirkung. Denkbar wäre, dass SIRT2 im Komplex mit einem weiteren Protein in den 
Zellkern gelangt und durch die Bindung an dieses Protein das NES unzugänglich 
wird, so dass kein Crm1-abhängiger Export stattfinden kann. Eine weitere 
Möglichkeit das NES zu blockieren, wäre eine posttranslationale Modifikation, die 
zu einer Konformationsänderung von SIRT2 führt und dadurch das NES verdeckt. 
Für eine Klärung dieses Sachverhaltes, sollten weitere Interaktionspartner von 
SIRT2 identifiziert und Zellzyklusuntersuchungen durchgeführt werden, sowie die 
posttranslationalen Modifikationen von SIRT2 weiter untersucht werden. 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Klonierung einer kernständigen 
SIRT2 Mutante nur durch mehrere Modifikationen des Ausgangs-Konstruktes 
möglich war. Diese Modifikationen nahmen allerdings keinen Einfluss auf die 
Expression und die katalytische Aktivität des Proteins. Dass eine Modifikation 
alleine nicht ausreichte, um SIRT2 im Kern anzureichern zeigt, wie stark die 
subzelluläre Lokalisation von SIRT2 reguliert ist. 
 
 
 
3.2. Deacetylierung von H4K16 durch kerständiges SIRT2  
 
Es ist bekannt, dass SIRT2 H4K16 in vitro deacetylieren kann und dass in vivo die 
Kolokalisation von SIRT2 mit dem Chromatin mit einer verminderten Acetylierung 
von H4K16 korreliert (Vaquero et al. 2006). 
Daher wurde getestet, ob eine Überexpression von SIRT2_NLSdNES in HeLa-
Zellen zu einer Deacetylierung von H4K16 führt. Da dies im Western Blot der Fall 
war und die katalytisch inaktive Variante von kernständigem SIRT2 keine solche 
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Deacetylierung zur Folge hatte (Abb. 2.7B), kann davon ausgegangen werden, 
dass H4K16 für kernständiges SIRT2 ein Substrat darstellt. Die Überexpression 
von Wildtyp-SIRT2 führte in den Experimenten zum Teil auch zu einer 
Deacetylierung von H4K16, allerdings nicht so ausgeprägt wie bei 
SIRT2_NLSdNES-Überexpression. Mittels Immunfluoreszenzfärbung konnten 
diese Ergebnisse bestätigt werden (Abb. 2.7A).  Da die kernständige SIRT2 
Mutante sowohl H4K16, als auch α-Tubulin in vivo deacetylieren kann, ist davon 
auszugehen, dass es die gleichen katalytischen Eigenschaften besitzt und somit 
die gleichen Effekte erzielt, wie das physiologisch in der G2-/M-Phase in den Kern 
transportierte Wildtyp SIRT2. Im Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass 
H4K16 das Haupt-Zielsubstrat von SIRT2 im Zellkern darstellt und die durch SIRT2 
im Zellkern vermittelten Effekte auf die Veränderung des Acetylierungsstatus von 
H4K16 zurückzuführen sind. Dieser Status nimmt Einfluss auf Genexpression, 
Zellzyklus, Chromatinkondensation und die Bindung von verschiedenen Faktoren, 
wie z.B. dem Chromatin-Remodeling-Komplex NoRC.  Während der S-Phase ist 
das Acetylierungslevel von H4K16 sehr hoch und fällt während der späten G2-
Phase, vermutlich durch die Anreicherung von SIRT2 im Kern, ab (Vaquero et al. 
2006).  
 
Bei Überexpression einer während des gesamten Zellzyklus kernständigen SIRT2 
Mutante ergibt sich ein dauerhaft deacetylierter Status von H4K16 und dieser 
Regulationsmechanismus tritt außer Kraft. Die normalerweise nur während des 
Übergangs von G2- in die M-Phase auftretenden Effekte von SIRT2 beeinflussen 
nun die Zelle während des gesamten Zellzyklus, so dass sie stärker ausgeprägt 
und besser messbar sind, aber eventuell auch durch Faktoren, die während der G2- 
und M-Phase nicht im Zellkern sind beeinflusst werden können. 
 
 
 
3.3. Kernständiges SIRT2 wird vermehrt phosphoryliert 
 
Es ist bekannt, dass SIRT2 an Serin 331 phosphoryliert und dadurch seine 
katalytische Aktivität verringert werden kann. Diese Phosphorylierung erfolgt durch 
CyclinE/CDK2, CyclinA/CDK2 oder p35/CDK5 (Pandithage et al. 2008) und scheint 
Zellzyklus-abhängig zu sein. Eine besonders starke Phosphorylierung von SIRT2 
konnte in der M-Phase beobachtet werden (Dryden et al. 2003) 
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Im Zuge der Charakterisierung der kernständigen SIRT2 Mutanten wurden Zellen 
mit den verschiedenen SIRT2-Expressionsplasmiden transfiziert. Nach CD4-
Selektion der transfizierten Zellen, wurden die gewonnenen Lysate im Westernblot 
unter anderem auf die Phosphorylierung von SIRT2 untersucht. Dabei fiel auf, dass 
der Phosphorylierungsstatus vonSIRT2_NLSdNES erhöht ist (Abb. 2.8 und 2.9). 
Das Phosphorylierungslevel überstieg nicht nur das von Wildtyp-SIRT2, sondern 
auch das der katalytisch inaktiven Mutante. Wurden die Zellen vor der Lyse mit 
dem CDK-Inhibitor Roscovitine behandelt, führte dies zu einer deutlichen 
Reduktion der SIRT2-Phosphorylierung bei allen SIRT2-Konstrukten. Gleichzeitig 
konnte eine um ca. 10% verminderte Acetylierung von H4K16 bei Überexpression 
von kernständigem SIRT2 beobachtet werden, während das Acetylierungslevel von 
H4K16 bei Wildtyp-SIRT2 Überexpression nicht verändert war (Abb. 2.8). Dies 
zeigt, dass SIRT2_NLSdNES verstärkt CDK-abhängig phosphoryliert wird und 
somit seine katalytische Aktivität gegenüber H4K16 verringert wird. 
 
Diese Beobachtungen werfen die Frage auf, warum SIRT2_NLSdNES verstärkt 
phosphoryliert wird. Nahe liegend ist die Erklärung, dass Komplexe aus Cyclin A 
oder E und CDK2 in proliferierenden Zellen hauptsächlich im Zellkern lokalisiert 
sind (Hiromura et al. 2002). Somit ist ein dauerhaft im Zellkern lokalisiertes Protein 
leichter für CDK2-Komplexe zugänglich und muss nicht erst importiert werden. 
Gegen dies als einzige Erklärung spricht allerdings die Beobachtung, dass die 
katalytisch inaktive SIRT2 Mutante nicht so stark phosphoryliert wird wie 
SIRT2_NLSdNES. Dies deutet darauf hin, dass die Phosphorylierung von SIRT2 
nicht nur von seiner Lokalisation, sondern auch von seiner katalytischen Aktivität 
abhängig ist. Denkbar wäre ein Feedbackmechanismus, bei dem die 
Hypoacetylierung von H4K16 oder die Deacetylierung eines anderen Substrates 
durch SIRT2 im Zellkern indirekt zu einer vermehrten Aktivierung der CDK-
Komplexe führt. Dies sollte in weiteren Experimenten und durch die Identifizierung 
weiterer SIRT2-Interaktionspartner untersucht werden. 
 
Trotz verstärkter Phosphorylierung der SIRT2_NLSdNES-Mutante und der damit 
verbundenen reduzierten Deacetylase-Aktivität lag aufgrund der Überexpression 
eine ausreichende Menge katalytisch aktives Protein vor. Somit wurde in den 
weiteren Experimenten auf die Behandlung mit Roscovitine verzichtet. 
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3.4. Spezifität der H4K16 Acetylierung durch kernständiges SIRT2 
 
Es wurde in in vitro Deacetylase-Assays gezeigt, dass SIRT2 neben H4K16 auch 
die anderen Lysine des H4 histone tails, sowie Lysin 9 des H3 histone tails (H3K9)  
in einem geringeren Ausmaße deacetylieren kann. Während die Acetylierung nach 
30min Inkubation der acetylierten Histone mit SIRT2 bei H4K16 auf 1-2% gesunken 
war, betrug sie bei H3K9 ca. 20%, bei H4K8 ca. 80% und bei H4K5 und H4K12 
über 90% (Vaquero et al. 2006). 
 
In dieser Arbeit wurde überprüft, ob kernständiges SIRT2 in vivo die gleiche 
Spezifität gegenüber H4K16 besitzt, wie es für Wildtyp-SIRT2 in vitro gezeigt 
wurde. Dazu wurden die verschiedenen SIRT2-Konstrukte in HeLa-Zellen 
überexprimiert und die nach CD4-Selektion gewonnenen Lysate mittels Western 
Blot auf den Acetylierungsstatus der verschiedenen Lysine des H4 histone tails 
untersucht. Während die SIRT2_NLSdNES Überexpression zu einem Abfall der 
Acetylierung von H4K16 auf ca. 20% im Vergleich zum Leervektor führte (Abb. 
2.9.A), waren bei H4K5, H4K8 und H4K12 nur geringe Unterschiede im 
Acetylierungsstatus feststellbar (Abb. 2.9B). Aufgrund der zum Teil sehr 
inhomogenen Hintergrundverhältnisse der Blots gestaltete sich eine genaue 
Quantifizierung als schwierig und wurde daher nicht in diese Arbeit mit 
aufgenommen. Es sollten weitere Western Blot Experimente durchgeführt werden, 
um dies zu ermöglichen. Zudem sollten diese Ergebnisse mit Hilfe der 
Immunfloureszenzfärbung bestätigt werden. 
 
Zusammenfassend scheint SIRT2_NLSdNES in vivo spezifisch H4K16 zu 
deacetylieren. Trotz Überexpression war der Acetylierungsstatus der anderen 
Lysine des H4 histone tails nur geringfügig verändert. Daher kann man vermuten, 
dass Wildtyp-SIRT2, wenn es sich unter physiologischen Bedingungen im Zellkern 
befindet, nur eine minimale Deacetylase-Aktivität gegenüber H4K5, H4K8 und 
H4K12 besitzt. 
In weiteren Deacetylierungsexperimenten sollte außerdem der Einfluss von 
kernständigem SIRT 2 auf den Acetylierungsstatus von H3K9 überprüft werden. 
Denn es wäre möglich, dass ein Teil der Funktionen von SIRT2 im Zellkern auf 
eine H3K9 Deacetylierung zurückzuführen ist. 
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3.5. Einfluss von SIRT2 im Zellkern auf die Zellmorphologie 
 
HeLa-Zellen, die transient mit der kernständigen SIRT2-Mutante transfiziert wurden 
zeigten mit einer Häufigkeit von 15-25 % in der Immunfluoreszenzfärbung abnorme 
Zellkernformen. (Abb. 2.6 und Abb 2.10). Wurden die Zellen dagegen mit dem  
Leervektor, SIRT2-Wildtyp oder SIRT2_NLSdNES_H150Y transfiziert, konnten 
solche abnormen Zellkernformen nur vereinzelt beobachtet werden. Die veränderte 
Kernmorphologie zeichnete sich vor allem durch die Ausbildung von zusätzlichen 
Kern-Loboli aus. Die Anzahl der Kern-Loboli reichte bei verschiedenen Zellen von 
einem einzelnen bis zu acht zusätzlichen Lobuli des Zellkerns. Eine Veränderung 
der Chromatin-Struktur im Zellkern konnte dabei mikroskopisch nicht beobachtet 
werden und kann daher als Grund für die veränderte Kernmorphologie weitgehend 
ausgeschlossen werden.  
 
Ein vergleichbarer Phänotyp mit polylobulären Zellkernstrukturen wurde bei einem 
Knock-Down der Histon Acetyl-transferase MOF in HeLa-Zellen beobachtet und 
korrelierte ebenfalls mit einer verminderten H4K16 Acetylierung (Taipale et al. 
2005). Zusätzlich führten Tiapale und Kollegen eine Behandlung der MOF Knock-
Down-Zellen mit Trichostatin A (TSA), einem Inhibitor der HDAC Klassen I und II 
durch, um das Acetylierungslevel von H4K16 wieder zu erhöhen. Unter dieser 
Behandlung verringerte sich die Anzahl der Zellen mit polylobulärer Kernstruktur, 
doch die H4K16 Acetylierung blieb weiter vermindert. Daher wurde davon 
ausgegangen, dass der beobachtete Phänotyp nicht auf eine verminderte H4K16 
Acetylierung zurückzuführen sei.  
Die Überexpression von SIRT2_NLSdNES führte ebenfalls zu einer verminderten 
H4K16 Acetylierung und es konnten vermehrt Zellen mit polylobulären Zellkernen 
beobachtet werden. Ob diese beiden Effekte unabhängig voneinander sind, sollte 
durch den Einsatz von Nicotinamid, einem Inhibitor der Klasse III HDACs, im 
Vergleich zur Behandlung mit TSA untersucht werden. Ergibt sich dabei ein 
ähnliches Bild wie bei dem Knock-Down von MOF, ist die veränderte 
Kernmorphologie bei SIRT2_NLSdNES vermutlich auf ein anderes Substrat bzw. 
die Beeinflussung anderer Faktoren zurückzuführen. 
 
Bei den MOF Knock-Down-Zellen lag die Ursache der veränderten 
Kernmorphologie in der Umverteilung von Lamin A/C und Lamin B1/2 und trat erst 
nach Mitose der Zellen auf (Taipale et al. 2005). Daher sollte in weiteren 
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Experimenten überprüft werden, ob auch bei Überexpression von 
SIRT2_NLSdNES eine solche Umverteilung zu beobachten ist und zu welchem 
Zeitpunkt die Veränderungen in der Zellkernmorphologie auftreten. Denn es wäre 
denkbar, dass MOF einen Gegenspieler von SIRT2 im Zellkern darstellt. Beide 
beeinflussen den H4K16 Acetylierungsstatus und es zeigt sich ein ähnlicher 
Pähnotyp bei Überexpression von kernständigem SIRT2 bzw. Knock Down von 
MOF. Die Beeinflussung der Kernmorphologie könnte z.B. auf ein gemeinsames 
Substrat während der G2- oder M-Phase zurückzuführen sein. 
 
 
 
3.6. Einfluss von kernständigem SIRT2 auf die Zellproliferation 
 
Beim Knock-Down von MOF in HeLa-Zellen wurde auch eine verlangsamte 
Zellproliferation beobachtet und vermutet, dass dies auf eine Hypoacetylierung von 
H4K16 zurückzuführen sei (Taipale et al. 2005). Daher wurde in dieser Arbeit  
mittels Colonie Formation Assays getestet, ob bei der Überexpression der SIRT2-
Konstrukte ebenfalls eine Verlangsamung der Zellproliferation nachzuweisen ist.  
Dabei neigten SIRT2_NLSdNES transfizierte Zellen zu einer Bildung größerer 
Kolonien, als Zellen, die nur mit dem Leervektor oder Wildtyp-SIRT2 transfiziert 
wurden. Dies deutet auf eine verstärkte Zellproliferation bei Überexpression von 
kernständigem SIRT2 hin. Allerdings sollten weitere Experimente zur 
Zellproliferation durchgeführt und das Wachstum einer Zelllinie mit stabil 
transfiziertem SIRT2_NLSdNES untersucht werden, um diese Beobachtung zu 
bestätigen. Zudem sollte überprüft werden, ob die Behandlung mit Nicotinamid, 
einem Inhibitor der enzymatischen Aktivität von Sir-Proteine, den Einfluss von 
SIRT2_NLSdNES auf die Zellproliferation aufheben kann. 
Unklar ist auch, ob die verstärkte Zellproliferation der mit SIRT2_NLSdNES 
transfizierten Zellen auf eine physiologische Funktion von SIRT2 im Zellkern 
zurückzuführen ist. Eventuell ist sie durch die Interaktion mit Proteinen, die unter 
normalen Umständen in der Zelle nicht in der G2/M-Phase im Zellkern lokalisiert 
oder zu diesem Zeitpunkt inaktiviert sind, bedingt. Daher ist es wichtig, dass in der 
Zukunft weitere Substrate von SIRT2, sowie der Einfluss von SIRT2 auf die 
Genexpression näher untersucht werden. 
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Es ist bekannt, dass bei einer Verminderung der H4K16 Acetylierung der Zellzyklus 
beeinträchtigt wird. Dabei kommt es zu einer Verlängerung der S-Phase und einer 
Verkürzung des G2/M-Übergangs (Vaquero et al. 2007). Daher sind weitere 
Experimente notwendig, um zu testen, ob dies auch bei einer durch kernständiges 
SIRT2 bedingten Hypoacetylierung von H4K16 zu beobachten ist. 
 
 
3.7. Modell der Effekte von kernständigem SIRT2 
 
Aus den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen konnte zusammen mit bisher 
bekannten Daten ein Modell der Effekte von kernständigem SIRT2 abgeleitet werden 
(Abb. 3.1). 
 
 
 
 
Abb. 3.1. Modell der Effekte der NLSdNES Mutante 
Substrate von kernständigem SIRT2 sind H4K16, sowie α-Tubulin. Zur Deacetylierung von  α-
Tubulin muss es aus dem Zellkern ins Zytoplasma gelangen. Es fördert die Zellproliferation und 
verändert die Kernmorphologie. Durch vermehrte Phosphorylierung, vermittelt durch 
Cyclin/CDK-Komplexe, wird kernständiges SIRT2 katalytisch inhibiert. 
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Wie zu erwarten war, führt die kernständige SIRT2 Mutante zu einer Deacetylierung 
von H4K16. Damit stellt SIRT2 einen Gegenspieler von MOF, welches H4K16 
acetyliert, im Zellkern dar. Auch bei der Veränderung der Kernmorphologie verhalten 
sich diese beiden Proteine antagonistisch. Eine vermehrte Aktivität von 
kernständigem SIRT2 oder eine verminderte Aktivität von MOF führen zu einer 
veränderten Kernmorphologie. Da diese Veränderung der Kernmorphologie bei 
Knock Down von MOF nicht auf die H4K16 Hypoacetylierung zurückgeführt werden 
konnte (Taipale et al. 2005), wäre es möglich, dass SIRT2 und MOF ein weiteres 
gemeinsames Substrat besitzen, welches Einfluss auf die Laminin-Verteilung der 
Kernmembran nimmt und dessen Acetylierungsstatus dadurch die 
Kernmorphologie beeinflusst.  
 
Ein überraschender Effekt, der sich bei Überexpression von SIRT2 zeigt, ist die 
verstärkte Zellproliferation. Ob dies durch die vermehrt H4K16 Deacetylierung oder 
durch einen bisher unbekannten Interaktionspartner zustande kommt, ist noch unklar. 
 
Durch Cyklin/CDK-Komplexe wird SIRT2_NLSdNES phosphoryliert und dadurch 
katalytisch inhibiert. Welcher Effekt von kernständigem SIRT2 zu dieser vermehrten 
Phosphorylierung führt, ist noch unklar. Es kann aber vermutet werden, dass ein 
Feedbackmechanismus vorliegt, so dass die Aktivität von SIRT2 im Zellkern streng 
reguliert wird. 
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4. Material und Methoden 
 
4.1. Verbrauchsmaterialien und Reagenzien 
 
Verbrauchsmaterialien wurde von folgenden Firmen verwendet:  
Amersham Biosciences, Ansell, Becton Dickinson, Beranek, Biometra, Bio-Rad, 
Brand, Braun, Corning, Costar, Eppendorf, Falcon, Fisher Scientific, Fuji, Greiner, 
Hartenstein, Integra Biosciences, Kimberley-Clark, Millipore, Nalgene, Nerbe Plus, 
Nunc, Roth, Sarstedt, Sartorius, Schleicher&Schuell, Stratagene, Terumo, TPP, 
VWR  
 
Reagenzien wiesen zumindest den Reinheitsgrad p.a. auf und wurden von 
folgenden Firmen bezogen:  
Abcam, Amersham Biosciences, Miltenyi Biotec, Amicon, Ansell, AppliChem, 
Baker, Bayer, BD Biosciences, Biometra, Bio-Rad, Calbiochem, Clontech, Delta, 
Difco, Fermentas, Fluka, Gibco, Invitrogen, Invivogen, KMF, MBI Fermentas, 
Merck, MP Biomedicals, New England Biolabs, Pierce, Perkin Elmer, Roche, Roth, 
Sigma, Serotec, Seromed, Quiagen, Zymo Research  
 
 
 
4.2. Vektoren 
 
4.2.1. Eukaryotische Expressionsvektoren 
GW-pHA  
Gateway-kompatibler Expressionsvektor zur Expression von Proteinen mit N-
terminalem Hämagglutinin-Epitop unter Kontrolle eines CMV-Promotors. Die 
Gateway-Kassette C1 wurde in den Vektor pEVRFO-HA kloniert. Zusätzlich besitzt 
der Vektor ein Ampizillin-Resistenzgen, die Rekombinierungsstellen attR1 und 
attR2 und einen SV40-Replikationsursprung (R. Lilischkis).  
 
GW-pHA-SIRT2  
hSIRT2 wurde in einer LR-Reaktion aus GWpD-SIRT2 in den GWp-HA-Vektor 
rekombiniert.  
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GW-pHA-SIRT2_H150Y 
Dieser Vektor wurde, ausgehend von dem Vektor GW-pHA-SIRT2, mit Hilfe des 
Mutagenesekits QickChange und den unter 4.4 angegebenen Primern erstellt. Im 
exprimierten Protein wurde das Histidin H150 durch Tyrosin ersetzt. (R. 
Pandithage)  
 
GW-pHA-SIRT2_NLS 
In diesen Vektor wurde ausgehend von dem Vektor GW-pHA-SIRT2 das unter 4.4. 
angegebene Olinukleotid in die BamI-Schnittstelle eingefügt. 
 
GW-pHA-SIRT2_NLSdNES 
Dieser Vektor wurde, ausgehend von dem Vektor GW-pHA-SIRT2_NLS, mit Hilfe 
des Mutagenesekits QickChange und den unter 4.4 angegebenen Primern erstellt. 
Im exprimierten Protein wurden die Lysine L4 und L12 durch Alanin ersetzt. (S. 
Waibel) 
 
GW-pHA-SIRT2_NLSdNES_H150Y 
Dieser Vektor wurde, ausgehend von dem Vektor GW-pHA-SIRT2_NLSdNES, mit 
Hilfe des Mutagenesekits QickChange und den unter 4.4 angegebenen Primern 
erstellt. Im exprimierten Protein wurde das Histidin H150 durch Tyrosin ersetzt. (S. 
Waibel)  
 
pMacs 
Eukaryotischer Co-Transfektionsvektor zur Expression des verkürzten humanen 
CD4 Oberflächen-Antigens, das aufgrund der fehlenden cytoplasmatischen 
Domäne keine CD4-abhängige Signal-Transduktion mehr vermittelt. Die ∆CD4 
cDNA steht unter Kontrolle eines SV40-Promotors. (Miltenyi Biotec) 
 
pBabepuro 
Expressionsvektor für das Puromycin-Resistenz-Gen unter der Kontrolle eines 
SV40 promotors (Morgenstern and Land 1990) 
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p27 
Die cDNA von humanem p27 wurde in die EcoRI-Schnittstelle von pCS2+ kloniert, 
um p27-Expression unter der Kontrolle eines CMV-Promotors zu ermöglichen. 
(J.Vervoorts) 
 
 
 
4.3. Antikörper 
 
3C8 Monoklonales Antikörper aus der Ratte gegen den C-
Terminus von SIRT2 (E.Kremmer) 
6B5-P Monoklonales Antikörper aus der Ratte gegen 
phosphoryliertes Serin-331 im C-Terminus von SIRT2 
(E.Kremmer) 
H3 Polyklonales Antiserum aus dem Kaninchen gegen 
humanes Histon H3 (Abcam) 
H4 Polyklonales Antiserum aus dem Kaninchen gegen 
humanes Histon H4 (Serotec) 
H4K5ac Polyklonales Antiserum aus dem Kaninchen gegen 
humanes Histon H4 acetyliert am Lysin K5 (Serotec) 
H4K8ac Polyklonales Antiserum aus dem Kaninchen gegen 
humanes Histon H4 acetyliert am Lysin K8 (Serotec) 
H4K12ac Polyklonales Antiserum aus dem Kaninchen gegen 
humanes Histon H4 acetyliert am Lysin K12 (Serotec) 
H4K16ac Polyklonales Antiserum aus dem Kaninchen gegen 
humanes Histon H4 acetyliert am Lysin K16 (Serotec) 
α-Tubulin (B-5-1-2) Monoklonaler Antikörper aus der Maus, der ein Epitop in der 
C-terminalen Region von α-Tubulin erkennt. 
Sigma 
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4.4. Oligonukleotide 
 
Primer 
Sirt2mutNLS41
fw 
5’-GCAGGCTACATGGACTTCGCCCGGAACTTATTCTCCCAG-3’ 
Sirt2mutNLS41
rev 
5’-CTGGGAGAATAAGTTCCGGGCGAAGTCCATGTAGCCTGC-3’ 
Sirt2mutNLS49
fw 
5’-AACTTATTCTCCCAGACGGCTAGCCTGGGCAGCCAGAAG-3’ 
Sirt2mutNLS49
rev 
5’-TTCTGGCTGCCCAGGCTAGCCGTCTGGGAGAATAAGTT-3’ 
SIRT2_H150Y_S
TUI_F 
5’-GGAGGCCTACGGCACCTTCTACACATCACAC-3’ 
SIRT2_H150Y_S
TUI_R 
5’-GTGTGATGTGTAGAAGGTGCCGTAGGCCTCC-3’ 
 
 
NLS-Oligonukleotide 
NLS-SIRT2_fw 5’-GATCCCCAAAGAAGAAGCGAAAGGTAC-3’ 
NLS-SIRT2_rev 5’-GATCGTACCTTTCGCTTCTTCTTTGGG-3’ 
 
 
 
4.5. Arbeiten mit prokaryotischen Zellen 
 
4.5.1. Materialien für das Arbeiten mit prokaryotischen Zellen 
LB-Medium:    1 % (w/v) Trypton (AppliChem) 
0,5 % (w/v) Hefeextrakt (AppliChem)  
1 % (w/v) NaCl   
pH 7  
 
Agar-Platten:   LB-Medium  
1,5 % (w/v) Bacto-Agar (Difco)  
100 µg/ml Ampizillin 
 
 
4.5.2. Bakterienstämme 
E.coli XL10-Gold (Stratagene) 
Tet
r 
D(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 
relA1 lac Hte [F’ proAB lacIqZDM15 Tn10 (Tetr) Amy Camr] 
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4.5.3. Transformation 
100µl der auf Eis aufgetauten kompetenten Bakterien wurden in einem Falcon mit 
10µl des Ligationsansatzes gemischt. Nach einer 30-minütigen Inkubationszeit auf 
Eis erfolgte der Hitzeschock für 1min bei 42°C. Dir ekt im Anschluss wurde der 
Transformationsansatz für 1min auf Eis gestellt, bevor er mit LB-Medium auf ein 
Gesamtvolumen von einem ml aufgefüllt wurde. Zur Regeneration der Bakterien 
wurde der Ansatz für eine Stunde bei 37°C unter Sch ütteln inkubiert. Anschließend 
wurde die Bakteriensuspension durch eine 2-minütige Zentrifugation bei 7000rpm 
pelletiert, in 100 µl LB-Medium resuspendiert und auf selektiven LB-Agar-Platten 
ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 37°C.  
 
 
4.5.4. Isolation von Plasmid-DNA 
Materialien: 
Lösung 1   50mM Glucose  
25mM Tris-HCl, pH 8,0  
10mM EDTA 
bei 4°C gelagert  
 
Lösung 2    0,2M NaOH  
1% (w/v) SDS  
frisch angesetzt 
 
 Lösung 3    3M Kaliumacetat, pH 4,8  
5M Essigsäure  
bei 4°C gelagert  
 
TE-Puffer 10mM   Tris-HCl, pH 7,4  
1mM EDTA  
 
RNAse (1mg/ml in TE-Puffer)  
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In kleinem Maßstab:  
1,5ml einer Bakterienkultur in LB-Selektionsmedium wurde für 2min bei 7000rpm in 
einer Tischzentrifuge pelletiert und in 150µl Lösung 1 resuspendiert. Zugabe von 
150µl Lösung 2 lysierte die Zellen. Nach maximal 5min wurde Lösung 3 zur 
Neutralisation zugegeben und 5min auf Eis inkubiert. Daraufhin wurde das Lysat 
bei 13.200rpm 30min zentrifugiert, der Überstand mit 750µl Isopropanol für 15min 
gefällt und 10min in einer Tischzentrifuge bi 13.200rpm abzentrifugiert. Nachdem 
das DNA-Präzipitat mit 500µl 70%igem Ethanol gewaschen wurde, erfolgte die 
Aufnahme in 30µl TE/RNAse Lösung. Die RNA wurde 10min bei 37°C ver daut.  
 
Wurde sehr reine DNA für Sequenzierungen (MWG Biotech) benötigt, erfolgte die 
Präparation von Plasmid-DNA mit einem QIAGEN Minipräparationskit nach 
Herstelleranleitung.  
 
In großem Maßstab:  
Die Aufreinigung von Plasmiden aus 200ml Bakterienkultur in LB-
Selektionsmedium wurde mit Hilfe von Maxi-Säulen (QIAGEN) nach 
Herstellerangaben durchgeführt.  
 
4.6. Arbeiten mit eukaryotischen Zellen 
 
4.6.1. Materialien für die Zellkultur 
PBS:     140 mM NaCl  
2,6 mM KCl  
2 mM Na
2
HPO
4 
 
1,45 mM KH
2
PO
4 
 
DMEM (Gibco) mit 4,5 g/l Glucose 
Penicillin / Streptomycin:  10.000 Einheiten /10.000 µg/ml 
(Seromed)  
Trypsin / EDTA:  0,5 /0,02% (w/v) in PBS 
(Seromed)   
FCS (Gibco):   fötales Kälberserum 
Roscovitine:   25mM 
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ZK-Schalen (Sarstedt):  ∅ 6 cm, 10 cm 
ZK-Platten (TPP):   12-Well  
1ml Kyrogefäße (Nalgene) 
 
 
4.6.2. Zelllinien 
HeLa (ATCC CCL-2):   
Adhärente epitheloide Zelllinie, isoliert aus einem menschlichen Cervix-Karzinom. 
 
HEK-293 
Adhärente epitheliale Zelllinie aus humanen embryonalen Nierenzellen (HEK), die 
mit Ad5-DNA transformiert wurden. Das Ad5-Insert liegt auf 19q13.2. 293 ist eine 
hypotriploide Zelllinie mit der modalen Chromosomenzahl n = 64, die man in 30% 
der Zellen findet. 
 
Kulturbedingungen:  
Alle Zelllinien wurden in wasserdampfgesättigter Atmosphäre bei 37°C und 5% 
CO
2 
kultiviert. Als Medium wurde für alle benutzten Linien DMEM unter Zusatz von 
10% (v/v) FCS und 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin verwendet. 
 
 
4.6.3. Kryokonservierung 
Einfriermedium:  10% DMSO 
    90% FCS 
Nach Bestimmung der Zellzahl in der Neubauer-Zählkammer wurden die Zellen 
abzentrifugiert, in kaltem Einfriermedium resuspendiert und in Kryogefäße 
überführt. Diese wurden mit Zellstofftüchern umwickelt und 2-3 Tage bei -80°C 
abgekühlt, bevor sie bei -150° endgelagert wurden 
 
 
4.6.4. Auftauen von Zellen 
Die bei -150°C gelagerten Zellen wurden bei 37°C au fgetaut und abzentrifugiert, 
der Überstand, welcher das zelltoxische DMSO enthielt, wurde verworfen und die 
Zellen in frischem, 37°C warmen Medium resuspendier t, bevor sie in 
entsprechende Kulturschalen überführt wurden.  
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4.6.5. Passagieren von Zellen 
Nach gründlichem Absaugen des Mediums wurde die Platte mit PBS gewaschen, 
um restliche zweiwertige Ionen, die das EDTA im Trypsin inaktivieren würden, zu 
entfernen. Daraufhin wurde das Trypsin auf die Platte gegeben und die Zellen 2-3 
min bei RT (HEK-293 Zellen) oder 37°C (Hela-Zellen)  inkubiert, bis sie sich 
abgerundet hatten. Durch Zugabe von Medium wurde das Trypsin inaktiviert. Durch 
mehrmaliges Aufziehen mit einer Pipette wurden die Zellen vereinzelt und die 
Zellzahl konnte daraufhin mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer ermittelt werden, 
woraufhin sie in entsprechender Zellzahl wieder ausgesät wurden. 
 
 
4.6.6. Transiente Transfektion 
Am Tag vor der Transfektion wurden 10x106 / 2,5 - 3x105 Zellen auf einer ∅10 cm- / 
∅6 cm-ZK-Schale bzw. 2x104 auf einem well einer 12-Well-Platte ausgesät. Zur 
Transfektion wurden i.A. (im Allgemeinen) 20 µg / 4µg / 1µg Gesamt-DNA 
eingesetzt. 
 
Transfektion mit ExGen 500 (Fermentas) 
ExGen 500 ist ein 22kDa großes, lineares Polyethylenimin mit einer hohen 
kationischen Ladungsdichte. Es bildet mit der DNA über ionische 
Wechselwirkungen Komplexe aus, die an die Zelloberfläche binden und per 
Endozytose in die Zelle aufgenommen werden. ExGen schützt die DNA und sichert 
den Transport in den Zellkern, wodurch eine hohe Transfektionseffizienz ermöglicht 
wird (Behr, 1996). Die Transfektion wurde nach Herstellerangaben durchgeführt. 
 
Calcium-Phosphat-Methode (Transfektion einer ∅10 cm-ZK-Schale) 
2 x Hebs-Puffer:   274mM NaCl  
42mM HEPES  
9,6mM KCl  
1,5mM  
Na2HPO4 pH 7,1  
HEPES-Puffer:   142mM NaCl  
10mM HEPES  
6,7mM KCl pH 7,3  
250mM CaCl2  
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Zur transienten Transfektion adhärenter Zellen wird die Calcium-Phosphat-
Methode verwendet (Chen und Okayama, 1988). Sie beruht auf der Kopräzipitation 
der DNA mit Calcium-Phosphat in einem Komplex, der wahrscheinlich durch 
Endozytose aufgenommen wird. Schließlich wird die DNA im Zellkern 
extrachromosomal transkribiert.  
Die DNA wurde zunächst in 500µl CaCl2 (250 mM) aufgenommen. Unmittelbar vor 
der Transfektion wurden 500µl Hebs-Puffer tropfenweise zugegeben, das Ganze 
vorsichtig gemischt und zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 
wurde die Mischung auf die Kulturplatten pipettiert und diese kurz geschwenkt. 
Nach einer Inkubationszeit von 5-6 Stunden wurden die Zellen mit 10ml HEPES-
Puffer gewaschen und mit frischem Medium versorgt. Zwei Tage später konnten 
die Zellen geerntet werden.  
 
 
4.6.7.  Präparation von Zelllysaten 
RIPA-Puffer für   50mM Tris, pH8,0 
phosphorylierte Proteine:  100mM NaCl 
50mM NaF  
1% NP-40  
0,5% Deoxycholate (DOC)  
0,1% SDS  
1mM EGTA  
frisch:     20mM ß-Glycerophosphat  
1mM Na3VO4  
50nM Okadaic Acid  
 
EDTA-Lösung  10mM EDTA 
    0,1% BSA 
    PBS 
 
Dynabeads CD4 (Invitrogen) 
 
Zelllysate von nicht selektionierten Zellen 
Alle Arbeitsschritte zur Präparation von Zelllysaten wurden auf Eis durchgeführt. 
Die Zellen einer 10-cm-Kulturplatte wurden für 5 Minuten in 500µl gekühltem RIPA-
Puffer lysiert, von der Platte abgeschabt, in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß pipettiert 
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und anschließend sonifiziert. Nach Entfernung der Zelltrümmer durch 20-minütige 
Zentrifugation bei 13.000 rpm wurden die Lysate bis zur Weiterverarbeitung bei -
20°C gelagert.  
 
Zelllysate von CD4-selektionierten Zellen 
Zur Anreicherung transfizierter Zellen mit Hilfe der CD4-Selektion, werden die 
Zellen mit einem Plasmid, das für den Oberflächenmarker CD4 codiert co-
transfiziert. Dieser besitzt jedoch keine intrazelluläre Domäne mehr, so dass die 
Zelle nicht durch CD-4 vermittelte Signaltransduktion beeinflusst wird. Bei der 
Transfektion übersteigt die Plasmid-Menge des zu untersuchenden Proteins die 
des CD4-Antigens um ca. das 4fache. Dadurch wird die Wahrscheinlichkeit erhöht, 
dass eine Zelle die das CD4-Antigen trägt auch das zu untersuchende Protein 
exprimiert. Über das CD4-Antigen können die transfizierten Zellen an Dynabeads. 
Diese können durch einen Magneten von der restlichen Zellsuspension getrennt 
und die gebundenen Zellen lysiert werden, so dass das erhaltene Zellysat fast 
ausschließlich von transfizierten Zellen stammt.  
Einen Tag vor der Transfektion wurden 2,5x105 Zellen auf eine ∅6cm ZK-Schale 
ausgesäht. Die Transfektion von 5µg Plasmid-DNA, inklusive 1µg pMacs zur 
Selektion transfizierter Zellen, erfolgte mit ExGen500. Zwei Tage nach der 
Transfektion wurden die Zellen mit PBS gewaschen und daraufhin 5min mit 3ml 
EDTA-Lösung inkubiert, so dass sie sich von der ZK-Schale lösten. Danach 
wurden sie in Snap-Caps überführt und 3min bei 1.250rpm abzentrifugiert, der 
Überstand wurde verworfen. Die Zellen wurden in 1ml EDTA-Lösung 
resuspendiert, vereinzelt und in 1,5ml Reaktionsgefäße überführt. Es wurden 25µl 
Dynabeads zugegeben und die Suspension 20min im Überkopfschüttler bei 4°C 
inkubiert. Daraufhin wurden mit Hilfe eines Magneten die Dynabeads von der 
übrigen Zellsuspension getrennt und 3 x mit 1ml EDTA-Lösung gewaschen. 
Danach wurden die gebundenen Zellen mit 200µl RIPA-Puffer lysiert und 
sonifiziert. Nach 20min Zentrifugation bei 13.200rpm wurde das Zelllysat in ein 
neues 1,5ml Reaktionsgefäß überführt und bis zur weiteren Verwendung bei -20° 
gelagert. 
 
4.6.8. Colony formation assay 
Methylen-Blau-Lösung: 0.2 % (w/v) Methylen-Blau in MeOH 
Puromycin:   1mg/ml 
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Einen Tag vor der Transfektion wurden 2,5x105 Zellen auf eine ∅6 cm-ZK-Schale 
ausgesäht. Die Transfektion von 5µg Plasmid-DNA, inklusive 1µg pBabePuro zur 
Selektion transfizierter Zellen, erfolgte mit ExGen 500. 6h nach der Transfektion 
wurde ein Mediumswechsel durchgeführt und weitere 3h später wurde Puromycin 
zugegeben, so dass eine Endkonzentration von 2µg/ml im Medium erreicht wurde. 
Die Zellen wurden für 16h selektiert und anschließend mit frischem Medium 
versorgt. Danach wuchsen die Zellen weitere 3-6 Tage, bis die mit einem 
Kontrollplasmid transfizierten Zellen eine Konfluenz von ca. 90% erreichten. Die 
Zellen wurden daraufhin mit PBS gewaschen und mit Methylen-Blau für 30min 
gefärbt. Nach zweimaligem waschen mit A.dest. wurden die Platten getrocknet und 
zur Dokumentation eingescannt. 
 
 
 
4.7. Arbeiten mit DNA 
 
4.7.1. Restriktion von DNA 
Die Spaltung der DNA mit spezifischen Restriktionsendonukleasen erfolgte mittels 
Enzymen der Firma MBI Fermentas in den entsprechenden mitgelieferten Puffern 
nach Herstellerangaben. Wurde die restringierte DNA für eine anschließende 
Ligation mit einem Insert benötigt, wurde eine Phosphatase-Behandlung mit CIAP 
(calf intestine alkaline phosphatase) durchgeführt.  
 
4.7.2. Ligation von restringierter DNA 
Die restringierte DNA wurde mit jeweils 5 U T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas) pro 
Ansatz in dem vom Hersteller angegebenen Puffersystem und einem Endvolumen 
von 20 µl ligiert. Dabei wurde das Insert in dreifachem molarem Überschuss zur 
Vektormenge eingesetzt. Der Ligationsansatz wurde über Nacht bei 16°C inkubiert. 
 
 
 
4.7.3. Agarose-Gel-Elektrophorese und Extraktion der DNA aus dem Gel 
TBE:     89mM Tris-HCl, pH 8,0  
89mM Borsäure  
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2mM EDTA  
 
10 x DNA-Ladepuffer:  50mM Tris-HCl, pH 8,0  
50mM EDTA  
50% (v/v) Glycerin  
0,25% (w/v) BPB  
0,25% (w/v) XC  
Längenmarker: “Gene Ruler™1kb-ladder” (MBI Fermentas)  
 
Plasmide, Restriktionsfragmente und PCR-Produkte wurden mit 10 x Ladepuffer 
versetzt und in 1%-igen Agarose-Gelen mit TBE als Laufpuffer (Sambrook et. al., 
1989) bei einer Feldstärke von 5 V/cm2 aufgetrennt. Zur Visualisierung unter dem 
UV-Transilluminator wurde der Agarose 0,5 µg/ml Ethidiumbromid (EtBr) 
zugegeben.  
 
Nach der Auftrennung wurden die Fragmente unter UV-Licht mit dem Skalpell 
ausgeschnitten. Die Extraktion aus dem Gel erfolgte mit Hilfe des Zymoclean Gel 
DNA-recovery Kit  (Zymo Research) nach Herstellerangaben.  
 
4.7.4. Ortsgerichtete Mutagenese 
Die zur Mutagenese-PCR verwendeten sense und antisense Primer wurden mit 
Hilfe des online verfügbaren QuikChange Primer Design Program (Stratagene) 
entworfen. Durchgeführt wurde die Mutagenese-Reaktion einzelner oder mehrerer 
benachbarter Basenpare mit Hilfe des  QuikChange Site-directed Mutagenesis Kit 
(Stratagene) nach Herstellerangaben. 
Um die korrekte Amplifikation der erhaltenen Plasmide nachzuweisen, wurde das 
gesamte Insert sequenziert. 
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4.8. Proteinchemische Methoden 
 
4.8.1. Diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese 
2 x Ladepuffer:   160mM Tris-HCl, pH 6,8 
20% (v/v) Glycerin  
10% (w/v) SDS  
0,25% (w/v) BPB  
100mM ß-MeEtOH  
4 x Ladepuffer:   320mM Tris-HCl, pH 6,8  
40% (v/v) Glycerin  
20% (w/v) SDS  
0,5% (w/v) BPB  
200mM ß-MeEtOH  
 
Laufpuffer:    50mM Tris-Base  
380mM Glycerin  
0,1% (w/v) SDS  
 
Längenmarker: „prestained protein ladder“, ca. 10-180kDa (MBI)  
 
Die SDS-PAGE ist eine Methode zur Auftrennung der Proteine nach ihrer Größe. 
Hierzu werden die aufzutrennenden Proben mit Probenpuffer versetzt und durch 
Hitze denaturiert. Eine Renaturierung der Proteine wird durch die im Probenpuffer 
enthaltenen Detergenzien SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) und ß-MeEtOH 
verhindert. SDS bindet quantitativ zum Molekulargewicht an die Proteine und 
erzeugt aufgrund seiner anionischen Eigenschaften eine negative Nettoladung der 
Proteine. Diese wandern nun im elektrischen Feld unabhängig von ihrer 
Eigenladung in Richtung der Anode (Plus-Pol).  
Das SDS-Polyacrylamid-Gel setzt sich aus einem oberen großporigen Sammel- 
und einem unteren engporigen Trenngel zusammen. Das Sammelgel dient dazu, 
die Proteine in einer konzentrierten Bande zu fokussieren, bevor sie ins Trenngel 
eintreten.  
Es wurde eine diskontinuierliche SDS-PAGE nach Laemmli mit 5%-igem 
Sammelgel und 12,5 bis 15%igen Trenngelen durchgeführt.  
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4.8.2. Western Blot 
Semidry-Transfer-Puffer:  25 mM Tris-Base  
192 mM Glycin  
20% (v/v) Methanol  
 
0,2% Ponceau S in 3% TCA  
 
  
Die in einer SDS-PAGE aufgetrennten Proteine werden im Western Blot 
elektrophoretisch auf eine proteinbindende Membran übertragen. Im Verlauf des 
Transfers geht das an die Proteine gebundene SDS verloren. Die Proteine liegen 
daher nach dem Blot größenteils renaturiert vor, Quartärstrukturen werden 
allerdings nicht ausgebildet. Die Renaturierung erlaubt eine nachfolgende 
Immunodetektion der Proteine.  
Im Semidry-Verfahren werden Gel und Membran in einem „Sandwich“ von 
puffergetränktem Whatman-Papier umschlossen und zwischen zwei 
Eletrodenplatten eingebracht. In dieser Arbeit wurde im Wesentlichen ein Western 
Blot nach Towbin (Towbin et al., 1979) durchgeführt.  
Transferiert wurde im Semidry-Verfahren bei 1,5 A pro cm
2 
Gelgröße für 1,25 
Stunden auf eine Nitrocellulose-Membran. Zur Fixierung der Proteine auf der 
Membran sowie zur Kontrolle der Transfereffizienz wurde die Membran 
anschließend mit Ponceau S für 2-3 Minuten reversibel gefärbt und die Färbung 
durch Waschen in A.dest. wieder entfernt.  
 
 
4.8.3. Immundetektion von Proteinen nach Western Blot 
PBS-T:    PBS  
0,05% (v/v) Tween-20  
 
 
Blockpuffer:    PBS-T  
5% (w/v) Magermilchpulver oder 5% BSA 
ECL-Lösungen (Pierce)  
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Die auf eine Membran geblotteten Proteine können mittels spezifischer Antikörper 
nachgewiesen werden. Man spricht hierbei von Immunoblot. Dazu werden 
zunächst die überschüssigen freien Proteinbindungsstellen der Membran blockiert. 
Dies geschieht entweder über eine nicht fest definierte Mischung an Proteinen wie 
z.B. Milch oder aber über ein spezifisches Protein, zumeist BSA. Anschließend 
inkubiert man mit einem spezifischen Erst-Antikörper gegen das zu detektierende 
Protein. Nach einem Waschschritt, der ungebundene Antikörper entfernt, wird ein 
HRP-konjugierter Zweit-Antikörper zugegeben, der gegen den konstanten Teil des 
Erst-Antikörpers gerichtet ist. Nach einem erneuten Waschschritt wird eine ECL-
Lösung zugeben, die ein Substrat enthält, welches die Peroxidase via 
Chemolumineszenz, also unter Freisetzung eines Lichtquants, umsetzt. Dieses 
Signal wird über einen sensitiven Film oder ein computergestütztes Kamerasystem 
nachgewiesen.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde nach dem Western Blot die Membran für 30min bei 
RT geblockt, dann für 2 Stunden bei RT oder ÜN bei 4°C mit Erst-Antikörper in 
PBS-T inkubiert. Nach 3 x 5-minütigem Waschen in PBS-T wurde für 45-60 
Minuten bei RT mit in Blockpuffer verdünntem Zweit-Antikörper inkubiert. Es folgte 
ein erneuter 3 x 5-minütiger PBS-T-Waschschritt, die Zugabe der ECL-Lösungen 
und die direkte Detektion über ein computergestütztes Kamerasystem (LAS-3000, 
Fuji).  
 
 
4.8.4. Strippen einer Membran 
Strippingbuffer:   62,5mM Tris  
2% SDS  
ß-Mercaptoethanol  
 
Zur wiederholten Detektion desselben Proteins durch einen anderen Antikörper 
musste zunächst der zuerst gebundene Antikörper entfernt werden. Dazu wurde 
die Nitrozellulose-Membran in dem mit 5,14 µl ß-Mercaptoethanol pro ml Puffer 
versetzten Strippingbuffer 10 min bei 55°C inkubier t. Nach der Inkubation wurde 
die Membran mit PBS-T so lange gewaschen, bis alle Reste des ß-
Mercaptoethanols entfernt waren. Nach erneutem Blocken mit Milch oder BSA 
konnten eine weitere Immundetektion durchgeführt werden. 
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4.8.5. Nachweis von Proteinen in der Immunfloureszenz 
Blocklösung:   0,1% Triton X-100 (v/v) 
    1% BSA (v/v) 
    PBS 
PBS 
Paraformaldehyd in PBS:  3,7% (w/v)  
Triton X-100 in PBS:  0,2% (v/v) 
BSA:     0,2% (w/v) in PBS  
Hoechst 33258:  0,2 mg/ml in H2O  
Mowiol 4-88 mit Isopropylgallat  
 
Zunächst wurden am Boden von 12-Well-Zellkulturschalen runde, zuvor in 
70%igem Ethanol desinfizierte Deckgläschen platziert. Diese wurden 2 x mit PBS 
gewaschen. Auf die Deckgläßchen wurden HeLa-Zellen ausgesät und am 
darauffolgenden Tag transfiziert. 2 Tage darauf wurden die Zellen zweimal in PBS 
gewaschen und anschließend für 15-30 Minuten in 500 µl Paraformaldehyd pro 
Well fixiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden sie durch 5-minütige 
Inkubation mit Triton X-100 0,2% in PBS permeabilisiert. Anschließend folgten drei 
weitere Waschschritte mit PBS, bevor die Deckgläschen für mindestens 30 Minuten 
bei Raumtemperatur mit Blocklösung behandelt wurden. Zur Inkubation mit dem 
ersten Antikörper wurde dieser zunächst in 0,2%iger BSA-Lösung verdünnt und 
dann in 30 µl Tropfen auf Parafilm platziert. Die Deckgläschen wurden dann mit der 
mit Zellen beschichteten Seite auf diese Tropfen gelegt und in einer feuchten 
Kammer 45-60 Minuten bei RT inkubiert. Es folgten drei weitere Waschschritte in 
PBS, bevor der in einer 0,2%igen BSA-Lösung verdünnte sekundäre Antikörper 
zugegeben wurde. Die Inkubation erfolgte für 45 Minuten im Dunkeln in einer 
feuchten Kammer. Nach einem Waschschritt mit PBS wurde die DNA mit Höchst-
Lösung in PBS-T gefärbt und daraufhin die Deckgläschen mit A.dest. 2 x 
gewaschen. Anschließen wurden sie mit einem Tropfen Moviol auf dem 
Objektträger fixiert. Zur Detektion und Auswertung wurden das 
Fluoreszenzmikroskop Olympus IX50 und die Software Analysis eingesetzt.  
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6. Anhang 
 
6.1. Abkürzungsverzeichnis 
 
°C    Grad Celsius  
A    Ampere  
Abb.    Abbildung  
A.dest.   destilliertes Wasser  
AMP    Adenosinmonophosphat  
ARD1   arrest defective 1 
Bdf1   Bromodomain Faktor 1 
Bim   Bcl-2-interacting mediator of cell death 
ß-ME    ß-Mercaptoethanol  
BSA    bovine serum albumin (Albumin aus Rinderserum)  
bzw.    beziehungsweise  
ca.    circa  
CAS   Cellular Apoptosis Susceptibility 
CDK   cyclin dependent kinase 
CFA   Colonie formation Assay (Koloniebildungs Assay) 
cm2    Quadratzentimeter  
CR   caloric restriciton 
CRM1   Chromosome maintenance region 1 
DMEM  Dulbecco’s modified Eagle’s medium (nach Dulbecco 
verändertes Eagle-Medium)  
DMSO   Dimethylsulfoxid  
DNA   desoxyribunucleinacid (Desoxyribonucleinsäure) 
ECL   enhanced chemoluminescens (verstärkte Chemolumineszenz)  
E.coli    Escherichia coli  
EDTA   ethylenediaminetetraacetic acid (Äthylendiaminotetra- 
essigsäure) 
EGTA   ethyleneglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic 
acid (Äthylenglycol-bis(2-aminoäthyläther)-N,N,N’,N’- 
essigsäure)  
ERC    extrachromosomal rDNA circles  
et.al.    et alii (und andere)  
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FCS    fetal calf serum (fötales Kälberserum)  
FOXO   forkhead box type O transcription factors 
g    Gramm  
GDP   Guanosindiphosphat 
GW   Gateway 
GTP   Guanosintriphosphat 
h    Stunde(n)  
H   Histidin 
H150Y Austausch des Histidins an Stelle 150 des Proteins durch 
Tyrosin 
H2   Histon 2 
H3   Histon 3 
H4   Histon 4 
H4K5   Lysin 5 von Histon 4 
H4K8   Lysin 8 von Histon 4 
H4K12  Lysin 12 von Histon 4 
H4K16  Lysin 16 von Histon 2 
HA   Hämagglutinin 
HAT   Histon-Acetyl-Transferase 
HDAC   Histon-Deacetylase 
Hebs    Hepes buffered saline (HEPES-gepufferte Salzlösung)  
HEK    human embryo kidney (humane Embryo-Niere)  
HEPES   N-2-Hydroxyethl-Piperazin-N´-2-Ethansulfonsäure  
HHF2   H3-H4 Gen in Schizosaccharomyces pombe 
HML   Homothallismus Gen in S. cervisiae 
HMR   Homothallismus Gen in S. cervisiae 
HRP   Horseradish peroxidase 
i.A.   im Allgemeinen  
ISWI   imitation switch chromatin remodeler 
k    Kilo-  
K   Lysin 
l    Liter  
LB    Luria Broth (Nährmedium nach Luria)  
µ    Mikro-  
m    Meter  
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m    Milli-  
M    molar (mol / l)  
MAR1   Mating-type regulator 1 
Min   Minute(n)  
MnSOD  Mangase Superoxiddismutase 
MOF   male absent of the first 
MOZ   monocytic leukaemia zinc-finger protein 
MyoD   myoblast determination protein 
MYST   Familie der Histon Acetyltransferasen, deren Name sich von  
   ihren zuerst entdeckten Mitglieder ableitet: MOZ (monocytic  
leukemia zinc finger protein), Ybf2 (umbenannt in Sas3:  
something about silencing 3),Sas2 und TIP60 (HIV Tat- 
   interacting 60 kDa protein)  
n    Nano-  
nM   Nanomolar 
NAD    Nicotinamidadenindinucleotid  
NAT1   N-Acetyltransferase 1 
NES    nuclear export signal (Kern-Export-Signal)  
NLS    nuclear localisation signal (Kern-Lokalisierungs-Signal)  
NoRC   nucleolar remodeling complex  
NP-40   Nonidet P-40  
NPC   nuclear pore complex  
p53   Protein 53 
p300   Protein 300 
PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese  
PBS    phospate buffered saline (phosphatgepufferte  
   Salzlösung)  
PCAF   p300/CBP-associated factor 
R   Arginin 
Ran   ras-related nuclear protein 
rDNA   ribosomale DNA 
rpm    rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)  
RT    Raumtemperatur  
S   Serin 
S. cervisiae  Saccharomyces cerevisiae 
SDS   Sodium Dodecyl Sulfate 
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Sir   Silent information regulator in Hefezellen 
SIRT   Silent information regulator in humanen Zellen 
T   Threonin 
TAFI68  TATA box binding protein associated factor 
TSA   Trichostatin A 
Y   Tyrosin 
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